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ABSTRACT

Study of sorne microbial interactions during anaerobic

digestion of organic matter by defined or natural mixed

cultures.

The use of natural or defined mixed cultures has allowed the

study of sorne microbial interactions during anaerobic

degradation of organic matter. Anaerobie defined mixed

cultures were succesfully immobilized with agar.

Interspecies hydrogen transfer was demonstrated between ~

~ and methanogens and between Desulfovibrio yulgaris and

Methanosarcina bryantii from formate. During the study of

methanation of xylan by defined mixed cultures, inhibition

of methanogenesis from acetate by formate was demonstrated,

these results were confirmed using granular sludge from an

UASB reactor. With granular sludge from the same reactor,

st udies - were performed in order to determine their

quantitative microbial composition and the activities of

anaerobic volatile acids (acetate, propionate) degradation.

A general discussion about the ecological signification of

hydrogenophilic methanogens able to use formate is

presented, together with a critical analysis of the theory

of formate interspecies transfer.

KEYWORDS: Anaerobie digestion, Methanogens, UASB reactor,

Sulfatoreducing bacteria, Interspecies hydrogen transfer,

Inhibition, Mixed cultures, Volatile fatty acids.



Avant-Propos

Cette thèse a été réalisée dans différents laboratoires, dans
le cadre de mes activités comme chercheur ORSTOM. Nous pourrions la
qualifier de thèse itinérante, car elle a été conçue au laboratoire
de R.S. Wolfe à l'Université de l'état de l'Illinois (USA),
poursuivie éphémèrement dans les laboratoires de l'IRCHA,
Vert-le-Petit, pour aboutir, au gré des accords passés entre l'ORSTOM
et l'Université de Provence, à Marseille dans les locaux de cette
Université et finalement trouver son dernier havre à l'Université
Autonome Métropolitaine, unité Iztapalapa, coopération oblige! Pour
aussi pénibles qu'aient été parfois ces différents changements, les
efforts nouveaux d'adaptations nécessités à chaque nouvelle
affectation ont été autant de défis formateurs. Je peux affirmer que
grâce à cette thèse j'aurai appris mon métier de chercheur, qui à
l'ORSTOM ne consiste pas seulement à s'assoir au coin d'une
paillasse, mais aussi à utiliser au mieux ses connaissances de
plomberie, d'électricité et de gestion des ressources (ou carences)
humaines, financières, et techniques. Puisse une telle formation
avoir encore cours et longue vie, car on y respire une certaine idée
de l'aventure! •.•
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INTRODUCTION

La digestion anaérobie est un phénomène d'une extrème
complexité, dont la nature à ouvert de nombreuses voies de recherches
en écologie microbienne, biologie moléculaire, physiologie
microbienne, taxonomie, génie sanitaire, production d'énergie,
biotechnologie, etc ... Le phénomène en lui-même se déroule dans des
écosystèmes d'une diversité extrême: sédiments marins et d'eau douce,
milieux extrêmes thermophiles ou halophiles, tractus digestifs
d'animaux supérieurs et inférieurs, sols, digesteurs anaérobies
(Zeikus, 1977; Zehnder, 1980). Malgré cette diversité, le concept de
digestion anaérobie peut s'énoncer en une théorie relativement
unitaire, dont les variantes s'appliquent aux particularités des
milieux étudiés: compétitions entre micro-organismes en fonction des
accepteurs minéraux d'électrons présents (Zehnder, 1980; Kristjansson
et al., 1982; Schohneit et al., 1982) et en fonction des conditions
de milieu.

Les différentes crises énergétiques de cette dernière décade,
ont incité les pouvoirs publics à appuyer les recherches concernant
les productions alternatives d'énergie et l'utilisation de la
biomasse. De ce fait, l'étude des bactéries anaérobies strictes
impliquées dans le processus de digestion anaérobie a connu une
grande impulsion. On a assisté ces dernières années à un
désengagement financier des organismes impliqués dans ces
financements et l'étude de la production de "biogaz" ne fait plus
recette au laboratoire. Par contre, un regain d'intéret s'est
manifesté quant aux applications des potentialités des bactéries
anaérobies strictes à l'épuration des eaux usées, au recyclage des
ordures ménagères et à la désulfurisation des pétroles et charbons;
il suff i t pour s'en rendre compte de reconnaitre l'importance du
Symposium International de Digestion Anaerobie organisé à date
régulière par l'IAWPRC (International Association on Water Pollution
Research and Control) et de prendre connaissance du programme du
dernier "symposium on Biotechnology for Fuels and Chemicals",
organisé par le "Oak Ridge National Laboratory" sous les auspices du
département de l'énergie des Etats-Unis d'Amérique.

L'étude bibliographique qui suit et les résultats expérimentaux
présentés dans cette thèse, seront essentiellement liés aux aspects
microbiologiques de la digestion anaérobie, et en particulier dans la
seconde partie de ce travail, à son application au traitement des
eaux résiduaires, tant urbaines qu'industrielles. En effet, cette
thèse sera structurée autour de deux perspectives complémentaires:
(i) une étude plus fondamentale de l'écophysiologie microbienne de la
digestion anaérobie, en utilisant comme modèles des cultures mixtes
définies méthanogènes, un tel travail pouvant aboutir à des aspects
appliqués, par exemple la production d'inocula sous forme de cellules
immobilisées; (ii) une prolongation de cette première partie par
l'étude des cultures mixtes non définies naturelles que sont les
boues granulaires des réacteurs UASB.
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1.1. Le traitement anaérobie des eaux usées.

Le traitement anaérobie des eaux usées présente dans de nombreux
cas des avantages supérieurs aux traitements aérobies conventionnels,
tel celui des boues activées (Fig. 1). Avec les procédés aérobies 30
à 60 % de la DBO (Demande Biologique en Oxygène) entrante est
convertie en biomasse, c'est-à-dire en boue qu'il faut ensuite
coûteusement traiter; dans le cas des traitements anaérobies, la
quantité de boue formée varie de 5 à 10 % de la matière organique
entrante et la majeure partie de la charge organique est transformée
en biogaz, mélange de méthane et de CO essentiellement. Un second
avantage important du traitement anaérotie est le bilan énergétique
positif comparé à celui du traitement aérobie. En effet, dans le
premier cas l'énergie dépensée pour agiter le milieu est moindre (ou
parfois nulle) que dans le second où il faut agiter fortement le
milieu pour son aération; de surcroît la digestion anaérobie de la
matière organique produit du méthane, pouvant être utilisé pour le
réchauffage du réacteur ou être converti en énergie électrique.

En raison principalement de ces considérations, le choix de la
technologie anaérobie représente économiquement une bonne alternative
par rapport aux procédés aérobies habituellement employés, ce qui est
vrai pour les pays industrialisés l'est encore plus pour les pays en
développement.

Les nombreuses améliorations apportées aux procédés de
traitements anaérobies des effluents urbains et industriels, ont été
dues aux progrès effectués dans la compréhension de la microbiologie
de ces réacteurs. Progrès que les ingénieurs ont réussis à
conceptualiser au niveau des dessins des réacteurs et de leur
fonctionnement. Un des grands principes consiste en la
différenciation du temps de rétention hydraulique (TRH) du temps de
rétention cellulaire (TRC). En effet, le temps de génération de la
biomasse impliquée dans ces procédés est excessivement long pour des
processus industriels, ce temps étant essentiellement limité par les
taux de croissance des bactéries acétogènes productrices obligées
d'hydrogène (OHPA) et les bactéries méthanogènes, ces bactéries étant
décrites dans la partie microbiologique de cette étude.

De manière à retenir ou recycler la biomasse active dans les
réacteurs et à diminuer autant que possible les TRH, afin d'avoir des
procédés pouvant accepter des charges organiques élevées et opérant
dans de meilleures conditions industrielles, les différentes
configurations de réacteurs destinés au traitement anaérobie des eaux
usées ont évolués. On peut actuellement compter trois générations de
procédés (Speece, 1983).
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Fig. 1 Comparaison des procédés anaérobies et aérobies.
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La nrem1ere génération comprend les procédés où la biomasse est
en suspension, les plus primitifs sont la fosse septique et le
réacteur Imhoff (Fig. 2). L'introduction de l'agitation a conduit à
la configuration du réacteur infiniment mélangé où TRH = TRC. Sa
principale application consiste dans le traitement des_boues issues
des usines de traitement aérobie par boues activées.

Une première amélioration a consisté ensuite à rajouter une cuve
de décantation à la sortie du réacteur et à recycler la biomasse;
dans ce cas on fait référence au procédé contact anaérobie. Les TRH
sont de l'ordre de 5 à 10 jours et le TRC de 15 à 30 jours. Cette
technologie est particulièrement souhaitable quand l'effluent
contient des solides difficiles à digérer et sédimentant facilement.
La table 1 donne quelques exemples des performances que l'on peut
attendre de ce type de procédé.

La seconde génération fait appel à la rétention de la biomasse
à l'intérieur du réacteur, sans nécessité de recirculation. On peut
citer le filtre anaérobie (Young et McCarty, 1969) (Fig. 2, Table 2),
qui est un réacteur rempli de supports naturels (cailloux) ou
synthétiques (anneaux de PVC) , le remplissage pouvant être ordonné ou
au hasard. La limitation de ces procédés est essentiellement due à la
présence de matières solides en suspension dans l'effluent à traiter,
occasionnant l'obstruction des garnitures. Par contre, ces procédés
à cellules fixées présentent en général une meilleure résistance à
des effluents toxiques (Parkin et Speece, 1983) et une adaptation
rapide à des variations dans l'alimentation (van den Berg et al.,
1980).

Le réacteur tubulaire à pellicule fixée fut conçu par van den
Berg et Lentz (1979) pour éviter l'accumulation de boue à l'intérieur
du réacteur. Le réacteur peut être à flux ascendant ou descendant.
Les supports utilisés peuvent être soit des tubes, soit des plaques,
disposés de telle manière qu'ils créent des canaux verticaux. Les
charges appliquées peuvent atteindre 30 Kg DCO/m3 .j.

Un autre procédé de seconde génération, développé par le groupe
hollandais de Lettinga (Lettinga et al., 1980), est basé sur une
auto-immobilisation de la biomasse sous forme de granules (boues
granulaires) ayant de bonnes caractéristiques de décantation et une
forte activité méthanogène. C'est le procédé à flux ascendant à lit
de boue dit "UASB" (Upflow Anaerobic Sludge Blanket) (Fig.2, Table
3). Etant donné que ce réacteur ne nécessite pas de garniture
intérieure pour adhérer la biomasse, il s'avère économiquement
attractif, mais son succès dépend d'une bonne granulation de la
biomasse. Par ailleurs, le procédé UASB est doté à sa partie
supérieure d'un système de séparation gaz-liquide-solide, lequel
évite ou limite la sortie de matière en suspension et favorise
l'évacuation du gaz et la décantation des boues, les charges
organiques appliquées pouvant atteindre des valeurs de 40 Kg DcO/m3 • j.
pour des TRH de l'ordre de quelques heures et variant suivant la
nature de l'effluent à traiter. Tout comme les filtres anaérobies, le
réacteur UASB a reçu de nombreuses applications industrielles au
niveau du traitement des effluents de l'industrie agro-alimentaire.
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Table 1. Performances des réacteurs de type contact anaérobie.

EFFLUENT CHARGE DE MATIERE EN VOlM 00 TEItPERATURE CHARGE RENDEt.ENT
l'EFFLUENT SUSPENS ION REACTEUR DU REACTELA VOLIJ,lETR 1CllE (Dca éliminée)

(g/I) (g/I) (1) Oc (gii. j) %

Effluent d'emballage
de viande 1,4 (SVT) 6-60 35 2-5 68-80

1,5 (SVT) 0,8 22.103 35 1,4-3,6 92-98
1.7 (SVT) 0.8 2.6.106 35 3 64

Effluent de conserverie 20 (DCa) <5 5.106 36-38 3 95

Effluent Industrie
laitière 3 (DCa) 14.103 35 1-2.5 55-70

Effluent Industrie
betterave suc~ère 4.7 (DCa) <0.5 40 35-37 12-24 86-89

Effluent de blanchiment
de haricot 20 (DCa) <5 30 35 6.6 80

Boue d'égout
synthétique 55 (DCa) 47 30 35 la 78

Remarque: DCa: Demande Chimique en Oxygène; SVT: Solides Volatils Totaux. Les charges volumétrlQU9s et les
rendements sont donnés en DCa ou SVT, selon les unités utilisées
pour la charge des effluents.
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Table 2. Performances des réacteurs du type "filtre anaérobie".

-----------------------------------------------------
EFFLUENT CHARGE DE MATIERE EN VOLUME DU TEMPERATURE CHARGE RHUMENT

L'EFFLUENT SUSPENSION REACTELR DU REACTELR VOLlJt,lETR 1ClllE (OCO)
g DCO/I gli 1 Oc g/l.d %

Surnageant de
Ils 1er de porc 10-60 <10 3.6 30 ~19.6 69-93

Liqueur noIre 1.4 12 37 1-5 40-00

Effluent synthétique
d'amldomerle 8.7 6.7 35 2.~10 7!t-93

Effluent Industrie
pharmaceutique 16 14 37 0.4-3.5 94-98

Effluent Industrie
mollusques 0.4-0.5 <0.1 23 0.1-1.3 40-80

Effluent Industrie du
caoutchouc 0.4-12 1.07.106 35 2.~11 50-67

--
Eaux usées urbaines 0.2 7 0.1 60

0.2 8 0.18 75

Effluent synthétique
d1st III er 1e 3-6 400 30 4-16 50-00

Effluent contenant
du phénol 0.6-1.2 35 <2
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Table 3. Performances réacteur UASB.

-------------------------------------------------------
EFFLUENT CHARGE DE MATiERE EN VOLUt.E TEMPERATURE CHARGE RENDEt.ENT

L'EFFLUENT SUSPENSION REACTEUR VOLUMIClIE (DCO)
9 DCO/I g/l 1 Oc gll.d %

Effluent de blanchiment
de haricots 5,2 D,52 2,7 30 8-10 9~95

10 1-3 3-4 25 1~15 88-94

Effluent d'abattoir 1,~2,2 O,7~1,1 30 20 6 91
30 10 87

Eaux usées urbaines 0,2-0,9 <0,3 120 8-20 0,7-2,7 5~85

Effluent Industrie
sucrière (betterave) 1-2,6 8. loS 30 10 79,3

Effluent Industrie
choucroute 10-20 <0,6 2,7 30 8-9 88-93

Effluent synthétiQue
d'amldormerle 8,7 6,7 35 2,~10 68-87

Effluent Industrie
chimiQue 14 0 3-4 35 12-30 73-82

Effluent Industrie
pomme-de-terre 2-5 6.103 19 3-5 95

30 1~18 95

Effluent distillerie 10 5.103 35 10,7-16,9 4~65

30 30 ~24 6~70
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Malgré tout, le phénomène de granulation des boues n'est pas
complètement maîtrisé, et rend le procédé UASB d'application
difficile quand on ne dispose pas d'une source appropriée d'inoculum,
telles les boues de purge d'un autre réacteur UASB en opération.
Néanmoins certains effluents conduisent facilement à la formation de
boues granulaires, tels ceux de l'industrie sucrière. Actuellement,
les recherches basées sur la compréhension des mécanismes de la
granulation ont été fécondes (Dubourguier et al., 1987, 1988), mais
devant l'extrème complexité du problème, aucune théorie générale de
la granulation n'est apparue à ce jour, et les données disponibles ne
sont pas toujours bien corrélées entre elles. La production de boues
granulaires tient lieu le plus souvent du savoir-faire empirique, que
d'une véritable démarche scientifique: peu de personnes peuvent se
vanter actuellement de pouvoir produire des boues granulaires à la
demande.

Récemment est apparu un procédé hybride, combinant les avantages
respectifs du réacteur UASB et du filtre anaérobie: le réactor UBF
(Upflow Sludge Bed-Filter) (Guiot et van den Berg, 1984). La partie
inférieure consiste en un lit de boue granulaire et la partie
supérieure contient un support solide, cette configuration permettant
un usage plus rationnel du volume du réacteur.

Les procédés de troisième génération font appels à la
fluidisation d'un lit microbien fixé sur un support synthétique ou
naturel (Jewell et al., 1981) (Fig. 2, Table 4). Le réacteur à lit
fluidisé se caractérise par une fluidisation du lit supérieure à 50%,
et le réac~eur à lit expansé par une fluidisation de l'ordre de 20%.
La surface de contact du support est très grande (supérieure à 200
m2/m3 ) et l'agitation est importante, ce qui élimine les problèmes de
transfert de substrat. Les TRH sont inférieurs à 12 heures. Par
contre, ces réacteurs consomment plus d'énergie et sont d'une
technicité- d'opération supérieure aux précédents. Les charges
applicables peuvent dépasser 40 Kg DCo/m3 .j.

L'ensemble de ces procédés est largement applicable dans les
pays industrialisés, mais il n'en est pas de même pour les pays en
voie de développement où le choix d'une technologie devra tenir
compte des capacités économiques du pays et de ses potentialités
techniques. Ainsi pour des pays de l'Amérique Latine comme le Mexique
ou la Colombie, ou d'autres pays de niveau similaire, les procédés de
seconde génération apparaissent comme des alternatives de choix,
essentiellement en raison de leurs coûts, de leur simplicité de mise
en oeuvre, du minimum de personnel technique requis pour leur
maintenance, et pour leurs performances connues sur un large évantail
d'effluents.
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Table 4. Performances de réacteurs à lit fluidisé.

--------
EFFLUENT CHARGE DE MATIERE EN VOLlJ.IE llJ TEMPERAnlRE CHARGE RENOEt.lE NT

L'EFFLUENT SUSPENSION REACTEUR DU REACTELR VOLUMIQUE % (DCO)
9 DCOII g/l 1 Oc gli. j

Lactosérum 10 0,5 35 10-20 87
55 50 35 17-37 65-84

Filtrat de lactosérum 10-30 60 30-35 8-24 80-90

Eaux usées urbaines 0,15-0,3 <0,1 20 0,65-35 0-85

Liqueur noire 1,4 22 10 80

Effluent synthétique
contenant de la celulose 0,3-1,8 0,5 30 2 74-83

8 40-83
--------------------------------------------------------
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1.2. Microbiologie des réacteurs anaérobies.

Malgré la diversité des procédés impliqués dans le traitement
anaérobie des eaux usées, l'écologie microbienne de ces réacteurs est
basée sur les mêmes principes fondamentaux, régissant l'organisation
des communautés microbiennes impliquées dans le processus de la
dégradation anaérobie de la matière organique. Des différences
peuvent ensuite apparaître suivant les spécificités des procédés ou
des effluents à traiter.

Dans les digesteurs anaérobies, la matière organique subit une
dégradation en trois étapes (McInerney et Bryant, 1981) (Fig. 3) pour
aboutir à la formation de méthane, de gaz carbonique, et de sulfure
d'hydrogène suivant les teneurs en sulfate de l'effluent.

1.2.1. Première étape de la digestion anaérobie.

Cette étape correspond à l' hydrolyse des macromolécules en
oligomères, qui à leur tour font l'objet d'une fermentation en acides
mono- ou di-carboxyliques, alcools, amines, gaz carbonique et
hydrogène. Cette étape a été amplement étudiée en ce qui concerne la
cellulolyse (Le Ruyet, 1984; Ljungdhal et Eriksson, 1985) et
l'hydrolyse des hémicelluloses (Le Ruyet, 1984) mais peu de données
sont disponibles concernant la protéolyse et la fermentation des
acides ami~és dans les réacteurs anaérobies (Nagase et Matsuo, 1982;
Ollivier, 1985».

L'étude de cette première étape a donné lieu à l'isolement de
nombreuses ~ espèces nouvelles, essentiellement cellulolytiques
(Ljungdhal et Eriksson, 1985), mais toute bactérie fermentaire
anaérobie stricte ou facultative est susceptible d'agir à ce niveau.
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Matière organique

ETAPE l

ETAPE II

ETAPE III

produits intermédiaires
à faible poids moléculaire

acides gras volatils, alcools, CO2 ' H2

acétate, H2 ' cO2

Fig. 3. Schéma de la dégradation anaérobie de la matière organique.
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Par ailleurs, il convient de signaler que de nombreuses
bactéries nouvellement découvertes sont capables de transformer des
produits issus de la fermentation d'oses simples ou d'acides aminés,
en composés directement utilisables par les bactéries de l'étape
suivante. On peut citer à titre d'exemple Acetobacterium carbinolicum
oxydant les alcools primaires aliphatiques de C3 a C5 en présence de
gaz carbonique, en acide gras volatil correspondant (Eichler et
Schink, 1984), Pelobacter acetylenicus (Schink, 1985) pouvant
transformer l' éthanolamine, la choline, le 1,2-propanediol et le
glycérol en acétate et éthanol, Ilyobacter polytropus fermentant le
3-hydroxybutyrate et le crotonate en acétate et butyrate, les acides
maliques et fumariques en acétate, propionate et formate (Stieb et
Schink, 1984). La découverte de ces bactéries particulières pourrait
donner lieu à la définition d'une étape intermédiaire entre la
première et la seconde, consistant en la transformation de certains
produits à faible poids moléculaire, issus de la première étape, en
substrats assimilables par la seconde (Fig. 3). Ce qui donnerait une
vision plus complête du schéma général de dégradation anaérobie de la
matière organique.

Cette première étape peut-être limitante quand des composés
difficilement hydrolysables sont présents, tels des composés solides
ou des substances de structure chimique particul ière comme les
dérivés des industries chimiques et pharmaceutiques. Actuellement
l'étude de la dégradation anaérobie des composés aromatiques reçoit
une grande attention, et de nombreux tests de biodégradabilité des
différentes familles de ces composés permettent de définir
l'applicabilité des traitements anaérobies aux effluents contenant
ces molécules (Battersby et Wilson, 1989; Horowitz et al., 1982;
Shelton et Tiedje, 1984; Wagener et Schink, 1987; Guyot et al.,
1990). Ces substances requièrent parfois une longue adaptation des
inocula et leur biodégradabilité peut être assujettie au
co-métabolisme d'une autre molécule (Battersby et Wilson, 1989), ce
qui rend dans ce cas l'application des procédés anaérobies
particulièrement délicate. La compréhension de la microbiologie de la
biodégradation de ces composés permettra certainement d'effectuer de
grands progrès pour adapter ces procédés.

En ce qui concerne les substrats facilement hydrolysables, la
surcharge d'un réacteur anaérobie conduit à une acidification du
milieu et à une surproduction d'hydrogène par les bactéries
fermentaires, provoquant une inhibition du procédé. La mesure de
l 'hydrogène est en général le paramêtre qui permet de détecter
rapidement des conditions opératoires mauvaises du réacteur, pouvant
conduire à sa destabilisation (Harper et Pohland, 1985) •
L'augmentation de la teneur en hydrogène à des conséquences sur les
étapes suivantes que nous étudierons plus en détail lors des
paragraphes suivants. La diminution du pH à des répercussions
directes sur les bactéries méthanogènes. Lors d'une étude sur
l'action du pH sur la méthanogénèse, Attal et al. (1988) ont montré
que dans un intervalle de pH de 5,4 à 7, l'utilisation de l'acétate
par les bactéries acétoclastiques méthanogènes était fortement
inhibée. Ces auteurs expliquent cette inhibition par le fait que la
forme non-ionisée de l'acétate agit comme un agent de découplage, en
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détruisant le gradient de pH intermembranaire et en modifiant le
potentiel de membrane de la bactérie. En revanche, sur le même
intervalle de pH, l'utilisation de l'hydrogène par les bactéries
méthanogènes n'est pas affectée.

Par conséquent, le contrôle du démarrage d'un digesteur
anaérobie, implique donc de ne pas mettre en conditions de surcharge
la microflore de la première étape.

1.2.2. Seconde étape de la digestion anaérobie.

Cette étape pourrait être qualifiée de "clef de vol1te" de
l'édifice, car elle est le chemin obligé par lequel tous les produits
de la première étape doivent passer afin d'être transformés en
acétate, précurseur principal de la méthanogénèse dans les réacteurs
anaérobies (Smith et Mah, 1966).

Les bactéries responsables de cette acétogénèse peuvent être
classées en trois grands groupes: les bactéries acétogènes
productrices obligées d' hydrogène ou OHPA selon la terminologie
anglo-saxonne (Obligate Hydrogen Producing Acetogen), les bactéries
homoacétogènes et les bactéries sulfato-réductrices.

1.2.2.1. Les bactéries acétogènes productrices obligées d'hydrogène.

C'est grâce à la découverte de ce groupe de bactéries que le
schéma de la méthanogénèse dans les digesteurs anaérobies a pu être
résolu en trois grandes étapes (Bryant et al., 1967; Mclnerney et
Bryant, 19a1). Bryant et al. (1967) démontrèrent que Methanobacillus
omelianskii, connu à l'époque pour transformer l'éthanol en présence
de gaz carbonique en méthane et acétate, était en fait une
association mixte syntrophique de deux bactéries: l' Organisme S
oxydant l'éthanol en acétate et hydrogène, et une bactérie
méthanogène utilisant l'hydrogène produit pour réduire le gaz
carbonique en méthane. La formation d'hydrogène et d'acétate à partir
de l'éthanol est énergétiquement défavorable:

CH3CH20H + H20----;;..CH~<:.OO- + H+ + 2H2
ÔGo, =+9,6 kJjréaction

mais l'utilisation de l'hydrogène par la méthanogène rend la réaction
globale thermodynamiquement favorable:

CH3CH20H + 0, 5HCOi 7' CH~COO- + 0, 5CH4 + 0, 5H+ + 0, 5H20t::. GO, = -67,5 kJjreacl.on

La croissance de l'Organisme S dépend donc de la présence d'une
bactérie hydrogènophile. Ce phénomène qui met le métabolisme d'une
bactérie productrice d'hydrogène sous la dépendance d'une bactérie
hydrogènophile, a reçu le nom de transfert interespèce d'hydrogène.
Les bactéries hydrogènophiles peuvent être des bactéries méthanogènes
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de pousser sur différents carbohydrates en absence d'un accepteur
externe d'électrons. La particularité réside en ce que l'accepteur
externe d'électron peut être soit une bactérie méthanogène, soit une
des molécules suivantes: le formate, le 3,4,5,-triméthylbenzoate, le
syringeate, la vanilline, le vanillate, le cafféate et le férulate.
Les équations suivantes illustrent certaines réactions réalisées par
cette bactérie:

(i) Fructose + formate--_~) 3,25acétate- + 0,5HCoi + 2,75H+
6Go, = -335,62 kJjmol

(ii) Fructose + 1,33syringeate + 1,33HCoi ------:,.~ 5acétate- +
1,33gallate- + 3,67H+ Ôo.Go, = -484,74 kJjmol

(iii) coculture avec Methanobrevibacter (réaction globale):

Fructose + H20 > 2acétate- + Hcoi + 3H+ + CH4
~Go, = -341,9 kJjmol

La demi-réaction réalisée par ~ sucromutans est amplement
exergonique:

Fructose + 4H20 )00 2acétate- + 2HCoi + 4H2 + 4W
.6Go, = -206,3 kJjmol

Ce n'est donc pas, à première vue, pour des raisons thermodynamiques
que cette bactérie nécessite un accepteur externe d'électrons.

En 1984, Zinder et Koch ont reporté l'isolement d'une coculture
capable de produire du méthane à partir de l'acétate, sur la base
d'une oxydation syntrophique de l'acétate par transfert interespèce
d' hydrogène. La bactérie responsable de l'oxydation de l'acétate
réalise la-réaction selon l'équation suivante:

fj,Go, = +95 kJjmol acétate

Cette réaction devient exergonique quand la pression partielle
en hydrogène est maintenue inférieure à 10-4,2 atm. La même bactérie
est capable d'effectuer la réaction inverse en présence de fortes
pressions partielles en hydrogène:

.c1Go, = -95 kJjmol acétate

En raison de cette particularité, cette bactérie à reçu le
surnom de "Reversibacterium (Thauer et al.,1989).

Les bactéries OHPA ont des temps de génération excessivement
longs, par exemple ~ wolinii en coculture avec Desulfovibrio sp. a
un temps de génération de 87 heures, et en coculture avec
Methanospirillum hungatei un temps de génération de 161 heures (Soone
et Bryant, 1980). Ce qui rend l'isolement de ces bactéries fastidieux
et, additionné à leur caractère syntrophique obligatoire, limite
actuellement toute étude physiologique à leur sujet.
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en absence de sulfate ou bien des bactéries sulfato-réductrices quand
le milieu contient des sulfates. Nous verrons plus tard que ce
phénomène a aussi des conséquences au niveau de la première étape de
la digestion anaérobie.

Le transfert interespèce d'hydrogène et l'acétogénèse
caractérisent essentiellement la seconde étape. On peut définir les
bactéries OHPA comme étant des anaérobies strictes qui sur un
substrat détérminé, de nature monomérique, produisent de l'acétate et
de l'hydrogène, et dont la croissance et l'utilisation de ce substrat
dépendent strictement de l'enlèvement de l'hydrogène du milieu.

Actuellement, très peu de bactéries OHPA ont été isolées. Il
semblerait que cette étape aussi stratégique de la digestion
anaérobie, soit commandée par un nombre restreint et très specialisé
de bactéries. Ce qui la rend encore plus vulnérable à une
destabilisation.

Quatre espèces dégradant les acides gras ont été isolées en
coculture avec des hydrogènophiles:

(i) Syntrophomonas wolfei (Mclnerney et al., 1981) qui oxyde les
acides gras monocarboxyliques saturés de C4 à C8 en acétate et
hydrogène pour les composés à nombre pair de carbones, et propionate
et hydrogène pour les composés à nombre impair de carbones,

(ii) Syntrophobacter wolinii (Boone et Bryant, 1980) qui oxyde le
propionate-en acétate, gaz carbonique et hydrogène. récemment Mucha
et al. (1988) ont confirmé que la dégradation du propionate passait
par la voie du méthylmalonyl-coA et ont proposé la voie métabolique
montrée en Fig. 4,

~-

(iii) syntrophomonas sapovorans (Roy et al., 1986) qui oxyde les
acides gras saturés de C4 à C18 et quelques acides gras insaturés,

(iv) Syntrophospora bryantii (Stieb et Schink, 1985; Zhao et al.,
1990) qui oxyde les acides gras de C4 à C11.

A ce jour, il n'a été isolé et caractérisé qu'une seule espèce
de bactérie OHPA capable d'oxyder en syntrophie le benzoate:
Syntrophus buswellii (Mountfort, 1984) qui, sur la base de la
molécule métabolisée, appartient aussi au groupe des bactéries de la
première étape.

Il convient aussi de signaler que Pelobacter acetylenicus
variété WoAcy1 ne peut oxyder l'éthanol en acétate, qu'en présence
de Acetobacterium woodii ou d'une bactérie méthanogène hydrogénophile
(Schink, 1985). Cette bactérie à un "caractère OHPA" facultatif,
selon le substrat sur lequel elle est cultivée.

Il existe aussi un cas particulier qu'il nous semble difficile
de classer dans le groupe des bactéries OHPA mais qui est capable de
réaliser un transfert interespèce d'hydrogène. Cette bactérie,
Syntrophococcus sucromutans (Krumholz et Bryant, 1986) est incapable



18

1·

Succinle acId

Fumarie aeld

HOOC·CH·CH ·COOH
• 2

Œi

HOOC-eHoCH-COOH

----+-. HOOC.Cf\-CHiCOSCoA

Succlnyl'CoA

---~..~ HQOC·CH-COSCoA
1

CH 3
M8lhylmalonyl-CoA lb)

HSCoA

CH
3
·CHi COSCoA

Proplonyl·CoA

CH ·CH ·CO""'"3 2 ~
Propionylphoophal8

~ ..
C~'CHiCOOH

CH 3
1

HOOC-CH·COSCoA
M8IhylmalonY!'CoA (a)

Proplonle &cid Malle acId

CH f..COOH
•o

PyruVIC lICId

3

HOOC-C'CH ·COOH
u 2
o

O.alacallc acId

Acalyl·CoA

C~'COSCoA

HSCoA

Ac81ylphOSphala
Acolic acld

CH:J·COOH

Fig. 6. Biochemical pathway of anaerobic degradation of propionate. (I) Propionate-kinase, (2) Phosphotransferase, (3) Met!
malonyl·CoA·pyruvat-transcarboxylase. (4) Methylmalonyl-CoA-racemase. (5) Methylmalonyl·CoA-isomerase. (6) HSCoA·tra
rerase, (7) Succinate·dehydrogenase, (8) Fumarase, (9) Malate-dehydrogenase, (IO) Phosphotransferase, (ll) Acetate·kinase

Fig. 4 Vole métabolique de dégradation anaérobie du proplonate.
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Récemment, Beaty et Mclnerney (1987) et Zhao et al. (1990) ont
respectivement démontré que ~ wolfei et ~ bryantii pouvaient être
cultivés en culture pure sur crotonate, et plus prometteur pour le
futur, Kaspar et al. (1987) ont réussi à découpler l'oxydation du
butyrate de l'utilisaton de l'hydrogène par ~ hungatei, en utilisant
la réduction d'oléfines par l'hydrogène produit par la bactérie OHPA
en culture pure, en présence de catalyseurs d'hydrogènation.
L'utilisation de cette nouvelle technique ouvrirait la voie à des
études physiologiques et biochimiques, sur des cultures pures de
bactéries OHPA.

1.2.2.2. Les bactéries homoacétogènes.

Ces bactéries sont capables de transformer le mélange
hydrogène-gaz carbonique en acétate, selon l'équation suivante:

b.GO, = -104,6 kJjréaction

Elles peuvent aussi transformer des oses simples, tel le glucose, en
acétate exclusivement. Chez certaines espèces, telle Eubacterium
limosum (Genthner et Bryant, 1981, 1982), il existe la possibilité de
produire de l'acétate et du gaz carbonique à partir de monoxyde de
carbone.

Ce groupe de bactéries est connu depuis 1940 grâce à Wieringa
qui isola Clostridium aceticum et Fontaine et al. (1942) qui
isolèrent Clostridium thermoaceticum. Depuis de nouvelles espèces ont
été décrites:

-~

- Clostridfumformicoaceticum (Andreesen et al., 1970)
- Acetobacterium woodii (Balch et al., 1977)
- Acetobacterium wieringae (Braun et Gottschalk, 1982)
- Acetogenium kivui (Leigh et al., 1981)
- Acetobacterium carbinolicum (Eichler et Schink, 1984)
- Acetoanaerobium noterae (Sleat et al., 1985)
- Acetothermus paucivorans (Dietrich et al., 1988)
- Acetitomaculum ruminis (Greening et Leedle, 1989)

Par ailleurs, Ollivier et al. (1985) ont isolé une bactérie,
Sporomusa acidovorans, pouvant réaliser une homoacétogénèse à partir
du méthanol.
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1.2.2.3. Les bactéries sulfato-réductrices.

Ce groupe de bactéries se caractérise par sa capacité à utiliser
le sulfate comme accepteur final d'électrons (respiration sulfate).
Il serait hors de propos de décrire exhaustivement ce groupe de
bactéries constitué de nombreux genres et espèces, et l'on peut
inviter le lecteur à consulter les excellentes revues de Pfennig gt
al. (1981) et de Widdel (1987) pour une description taxonomique
détaillée. L'incidence de ce groupe dépend de la présence de sulfate
dans l'effluent à traiter, ou de la capacité de certaines bactéries
sulfato- réductrices à établir une relation de transfert interespèce
d' hydrogène avec des méthanogènes hydrogènophiles en absence de
sulfate.

Néanmoins, les bactéries sulfato-réductrices (BSR) peuvent être
globalement décrites sur la base de leur capacité à utiliser certains
substrats, elles ont été ainsi divisées en deux groupes (Pfennig et
al., 1981):

( i) les BSR du groupe l sont capables d'oxyder incomplêtement le
lactate en acétate et gaz carbonique et n'utilisent pas les acides
gras volatils. La majorité des bactéries du groupe l sont capables
d'utiliser l'éthanol. Les BSR les plus utilisées lors d'études
physiologiques et biochimiques sont Desulfovibrio vulgaris et
Desulfovibrio desulfuricans. Ces deux bactéries peuvent en absence de
sulfate, d'établir un transfert interespèce d'hydrogène avec une
méthanogène hydrogènophile (Bryant et al., 1977; Traore et al.,
1983) ,

(ii) les BSR du groupe II sont celles capables d'oxyder les acides
gras volatils, et pour certaines le benzoate. Dans ce groupe il n'a
pas été démontré de possibilité de transfert interespèce d'hydrogène,
et il semblerait que les BSR utilisatrices d'acide gras, en absence
de sulfate, ne peuvent pas se substituer aux bactéries OHPA. Par
contre, en présence de sulfate, ces deux catégories de bactéries
peuvent entrer en compétition pour les mêmes substrats. Ce type de
compétition n'a pas été encore étudié.

Il convient de signaler qu'une compétition très forte existe
entre les BSR et les méthanogènes pour l'utilisation de l'hydrogène
et de l'acétate. Cette compétition dépendra essentiellement de la
teneur en sulfate du milieu, et en cas de concentration non-limitante
de sulfate, la sulfato-reduction prendra le dessus sur la
méthanogènese si l'environnement contient les BSR adéquates
(hydrogènophiles ou acétoclastes). Cette compétition s'explique par
les affinités supérieures des BSR pour ces substrats (Kristjansson
et al., 1982; Schonheit et al., 1982), et en ce qui concerne
l'hydrogène, par la capacité qu'ont les BSR d'abaisser la
concentration en hydrogène du milieu en-dessous d'un seuil limite
(threshold level) qui en rend l'utilisation impossible par les
méthanogènes (Lovley et al., 1982).
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1.2.3. Troisième étape de la digestion anaérobie.

Cette étape représente le stade
anaérobie de la matière organique. Elle
matière organique en décomposition
anaérobies, via la production de méthane

ultime de la dégradation
permet le recyclage de la
dans les environnements
et de gaz carbonique.

La méthanogénèse est considérée comme étant l'étape limitante de
la digestion anaérobie, excepté quand des macromolécules d'hydrolyse
difficile sont présentes dans l'effluent (Kaspar et Wuhrmann, 1978).

Les bactéries responsables de cette dernière étape sont appelées
bactéries méthanogènes. De même que pour les bactéries
sulfato-réductrices, il serait hors de propos de prétendre à une
description taxonomique exhaustive de ce groupe. Ces bactéries
peuvent avec profit être décrites sur la base de leurs
caractéristiques trophiques et physiologiques.

Les bactéries méthanogènes sont anaérobies strictes, sensibles
à l'oxygène, et exigent des potentiels d'oxydo- réduction inférieurs
à -330 mV pour initier leur croissance (Zehnder, 1978). Longtemps,
leur sensibilité à l'oxygène et leur exigence d'un milieu fortement
réduit ont été une barrière à leur isolement. C'est à Smith et
Hungate (1958) que l'on doit le premier isolement d'une bactérie
méthanogène, grâce â l'introduction de l'usage de seringues
hypodermiques pour les inoculations en anaérobiose, et à
l'utilisation de milieux fortement réduits après que l'oxygène en eut
été chassé. La plupart des méthanogènes poussent à des pH compris
entre 6,5 et 7.5. Il existe des espèces mésophiles (la majorité) et
thermophiles. Les particularités biochimiques (paroi, séquences
nucléotidiques, métabolisme) de ces bactéries les ont fait classer
dans un royaume différent des Eubactéries: celui des Archeobactéries,
les Archeobactéries comprenant également des bactéries thermophiles
extrêmes et des halophiles extrêmes.

Le point commun du métabolisme de ces bactéries est la réduction
d'un groupe méthyl transporté par le coenzyme M (methyl-coM) en
méthane (Rouvière et Wolfe, 1988); les électrons de l'étape
réductrice peuvent être obtenus selon les espèces d'un spectre étroit
de substrats: hydrogène, formate, méthanol, méthylamines, acétate,
éthanol, propanol-2, cyclopentanol (Rouvière et Wolfe, 1988; Bleicher
et al., 1989; Widdel, 1986). Par ailleurs, il a été découvert des
coenzymes inhabituels caractérisant les bactéries méthanogènes: le
cO,enzyme M" le fac~e~r F430 , le méthanofurane, la
te t r a h y d rom eth a n 0 pte r 1n e ,le co mp 0 sant B ou
N-7-mercaptoéthanoyl-O-phosphoro-L thréonine (HS- HTP) et le facteur
F420. Le F420 permet grâce à sa fluorescence de détecter les bactéries
methanogènes en microscopie à épifluorescence et de déterminer les
activités des boues de digesteurs anaérobies (Gorris et al., 1988;
Schulze et al., 1988). Ce facteur n'est pas spécifique des
méthanogènes, il a aussi été décrit chez des espèces de streptomyces
en concentration moindre que chez les méthanogènes (Daniels et al.,
1984). Additionnellement, les parois des bactéries méthanogènes ne
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sont pas constituées de muréine mais se caractérisent par une
certaine hétérogénéité dans leur composition. Ainsi les
Methanobacteriaceae ont une paroi constituée d'un polymère dénommé
pseudomuréine, se caractérisant par l'absence d'acide muramique et
la présence d'acide N-acétyltalosaminurique, les bactéries de l'ordre
des Methanococcales présentent une surface régulière composée de
sous-unités protéiques et les membres de la famille des
Methanosarcinaceae ont une paroi composée d'un hétéropolysaccharide
acide contenant de la galactosamine, des oses neutres et des acides
uroniques (~alch et al., 1979). La composition lipidique des
méthanogènes est aussi particulière, car elles n'ont pas de lipides
saponifiables mais un taux élevé de lipides polyisopréniques,
représentés essentiellement par du phytanol (C20) ou du biphytanol
(C40) formant des éthers de glycérol dans la fraction polaire, alors
que la fraction apolaire est principalement représentée par du
squalène (C30) (Balch et al, 1979).

Les bactéries méthanogènes n'utilisent qu'un nombre restreint de
substrats, ce qui permet de les classer globalement en deux grands
groupes trophiques: (i) les bactéries hydrogènophiles non
acétoclastes qui tirent leur énergie de la réduction du gaz
carbonique par l' hydrogène, la plupart d'entre elles util ise le
formate comme source d'énergie et de carbone. Les équations de
méthanogénèse à partir de ces substrats sont les suivantes (les GO,
sont donnés en kJ/réaction), (Thauer et al., 1977):

HCO; + 4Hz + H+ .,.. CH4 + 3HzO f1Go, = -135

4HCOO· + HzO + H+ ... CH4 + 3HCOi ~Go, = -130,4

La figure 5 présente les différentes étapes de réduction du COz
en CH4 tel~es qu'elles sont proposées par Rouvière et Wolfe (1988).

Les exemples les plus classiques de ces bactéries, et les plus
utilisées dans le cadre d'études physiologiques et biochimiques sont:

- Methanobacterium formicicum (longs bâtonnets)
- Methanospirillum hungatei (longs filaments ou bâtonnets courbes)
- Methanobrevibacter sp. (petits bâtonnets)
- Methanobacterium thermoautotrophicum (espèce thermophile, longs
bâtonnets ou filaments)
- Methanococcus sp. (cocci irréguliers).

(ii) le second groupe trophique, d'une importance extrême est
constitué des bactéries méthanogènes acétoclastes qui ont toutes pour
trait commun la capacité de produire du méthane à partir de l'acétate
selon la réaction suivante:

!:::.GO' = -31 kJ/réaction
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En 1989, dans une revue publiée par Thauer et al. parait un
schéma de la voie métabolique conduisant de l'acétate au méthane
(Fig. 6). L'enzyme clef de cette voie étant la monoxyde de carbone
déshydrogénase qui assurerait deux réactions:

(i) le clivage de la liaison C-C de l'acétyl-CoA
(ii) l'oxydation du monoxyde de carbone en dioxyde.

Cette enzyme est aussi l'enzyme clef de la plupart des bactéries
anaérobies oxydant l'acétate; alors que chez les bactéries aérobies
l'acétate est oxydé via le cycle de l'acide citrique.

La méthanogénèse à partir de l'acétate est fondamentale pour la
digestion anaérobie car elle est à l'origine de 73% du méthane
produit dans les digesteurs anaérobies (Smith et Hah, 1966). C'est
dans ce groupe de bactéries méthanogènes que l'on trouve la plus
large variété nutritionnelle, certaines espèces peuvent utiliser le
méthanol, les méthylamines, et l'hydrogène (Hah et Smith, 1981):

~GO' = -77,7 kJjréaction

.D.GO, = -75,2 kJjréaction

Les espèces ayant le plus large spectre trophique appartiennent
au genre Methanosarcina, dont la plus représentative est
Methanosarcina barkeri. Les espèces de ce genre utilisent en général
l'hydrogène à l'exception de certaines telle Hethanosarcina
thermophilû. Par contre, les bactéries acétoclastes du genre
Methanosaeta n'utilisent que l'acétate. Il convient de remarquer
qu'aucune espèce des deux genres n'utilise le formate. Le travail
présenté dans cette thèse développera quelques points relatifs à
cette remarque, car l'hyperspécialisation trophique des bactéries
méthanogènês amène à s'interroger sur sa signification écologique.

Le groupe des bactéries méthanogènes acétoclastes peut aussi se
diviser en deux sous-groupes morphologiques et physiologiques:

- Les bactéries du genre Methanosarcina qui sont des pseudosarcines
constituées d'unités grossièrement sphériques (Hah et Smith, 1981)
ayant une faible affinité pour l'acétate: Ks = 5 mM pour ~ barkeri
227 (Smith et Mah, 1978), et un temps de génération supérieur à celui
des méthanogènes non acétoclastes: 16,6 heures pour H. mazei (Hah,
1980) et 30 heures pour ~ barkeri (Smith et Mah, 1980).

- Les bactéries du genre Methanosaeta. Ce genre nouvellement creé par
Patel et Sprott (1990) à été initialement baptisé Hethanothrix par
Huser et al. (1982). La description originale de Hethanothrix
soehngenii, l'espèce type, est basée sur celle de la variété Opfikon1

(OSH 2139T). Cette souche n'a jamais pu être purifiée et la culture
disponible est contaminée par deux bactéries morphologiquement
distinctes. En 1984, Patel reporta l'isolement d'une nouvelle espèce
mésophile: Methanothrix concilii, qui avec deux autres espèces
thermophiles: Methanothrix CALS-l (OSM 3870) (Zinder et al., 1987) et
Methanothrix thermoacetophila Z517T (OSM 4774 T) (Nozhevnikova et
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Fig. 6 Vole métabolique de la production de CH4 a partir de
l'acétate.
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Chudina, 1985) représentent en réalité les seules espéces du genre à
avoir été isolées et cultivées en culture pure. En 1988, Touzel et
al. rejetèrent Methanothrix concilii comme nouvelle espèce et la
reclassèrent comme étant une variété de Methanothrix soehngenii.
Cette polémique a pris fin récemment avec la création d'un nouveau
genre: Methanosaeta (Patel et sprott, 1990), regroupant toutes les
espèces préalablement décrites sous le nom de Methanothrix. Le rejet
de l'appellation Methanothrix est basé sur l'application des règles
du code international de nomenclature des bactéries (Lapage et al.,
1975), en effet la descriftion de l'ex-espèce type Methanothrix
soehngenii (variété Opfikon) ne repose que sur celle d'une culture
mixte de plus d'une espèce (manquement à la règle 31a), et IL..
soehngenii n'a jamais été maintenue en culture pure (manquement à la
règle 18a). Par conséquent, Methanosaeta concilii GP6 (Patel et
Sprott, 1990) est devenue l'espèce type du genre Methanosaeta, elle
a été déposée auprès de la OSM sous le numéro OSM 3671, auprès du
"National Research Council of Canada" sous le numéro NRC 2989, auprès
du "Oregon Graduate Center Collection of Methanogenic
Archaeobacteria" sous le numéro OGC 69, et auprès de l'ATCC sous le
numéro ATCC 35969. Le genre Methanosaeta inclut aussi les deux autres
cultures pures thermophiles connues: Methanosaeta CALS-1 et
Methanosaeta thermoacetophila variété Z517 (OSM 4774).

Il faut néanmoins reconnaître une importance historique à la
description de Methanothrix soehngeniii en 1982 (Huser et al., 1982)
qui a permis de présenter un nouveau groupe de bactéries méthanogènes
acétoclastiques, dont le rôle écologique au sein des digesteurs
anaérobies-est des plus importants, et vient en complément de celui
joué par les bactéries du genre Methanosarcina.

Les bactéries appartenant au genre Methanosaeta peuvent se
présenter _en longues chaines de batonnets pouvant former des
filaments se regroupant en paquets enchevêtrés, ce qui favorise leur
détection visuelle à l'examen microscopique. Methanosaeta concilii se
caractérise par un temps de génération plus long que ceux des
Methanosarcina: de 65 à 70 heures, et une affinité pour l'acétate
supérieure à celle des Methanosarcina: Ks = 1,2 mM (Patel et Sprott,
1990), cette affinité confère aux Methanosaeta un avantage écologique
sur les Methanosarcina quand ces bactéries sont en présence de
faibles concentrations en acétate. Oe plus, contrairement à certaines
Methanosarcina, Methanosaeta n'est pas sensible à l'hydrogène.

La sensibilité des méthanogènes aux conditions de milieu (pH,
Eh, oxygène) détermine les conditions d'opération des digesteurs
anaérobies, le tout en relation avec la sensibilité à l'hydrogène des
bactéries OHPA et de certaines méthanogènes acétoclastes. C'est ce
rôle central joué par l'hydrogène qui sera abordé au chapître
suivant.
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1.2.4. Régulation de la digestion anaérobie par l'hydrogène.

L'accumulation de l'hydrogène dans un digesteur anaérobie est
toujours le signe d'un mauvais fonctionnement du réacteur (Harper et
Poh1and, 1985; Whitmore et al., 1987). Il importe donc de comprendre
les effets de l' hydrogène au niveau des différentes étapes de la
digestion anaérobie, qui sans être le substrat principal de la
méthanogénèse dans cet environnement, n'en joue pas moins un rôle
fondamental.

1.2.4.1. Le transfert interespèce d'hydrogène.

Le transfert interespèce d' hydrogène peut se définir de la
manière suivante: on appelle transfert interespèce d'hydrogène une
relation syntrophique entre deux bactéries: une donneuse d'hydrogène
et une bactérie hydrogènophi1e, basée sur un échange d'hydrogène. Cet
échange doit présenter obligatoirement un avantage pour la bactérie
donneuse: soit lui permettre de métabo1iser une molécule qui ne
pourrait pas l'être en cas d'accumulation d'hydrogène, soit aboutir
pour la bactérie donneuse, â une déviation du métabolisme en faveur
d'une amélioration de son bilan énergétique, se traduisant par une
augmentation de la production d'acétate au détriment de composés de
degrés d'oxydations moindres, qui seraient produits en absence de
transfert interespèce d'hydrogène.

Sur la base de cette définition on peut distinguer différents
types de transferts interespèce d'hydrogène (TIH):

- TIH et bactéries fermentatives,
- TIH et bâctéries su1fato-réductrices,
- TIH obligatoires.

1.2.4.1.1. TIH et bactéries fermentatives.

Lors de la fermentation des saccharides, les molécules de NADH, H+
produites par oxydation du substrat son réoxydées en NAD+ par la
réduction d'un intermédiaire organique produit à partir du substrat.
Les produits de la fermentation sont des alcools et (ou) des acides
(acides gras volatils, lactate, succinate, etc .•• ). Ces produits
appelés "e1ectron sink" par les anglo-saxons, sont des "voies de
garage" pour électrons. La réaction de régénération directe du NADH,H+
est thermodynamiquement défavorable à pression partielle en hydrogène
élevée, et l' hydrogène ne peut être formé dans les conditions
naturelles qu'à partir des systèmes: pyruvate-ferredoxine
oxydoréductase/déshydrogénase et formate-hydrogène 1yase (Gottschalk,
1979). Par contre, à basse pression partielle d'hydrogène (inférieure
à 0,001 atm), la production d'hydrogène à partir du NADH,Et devient
thermodynamiquement possible. Par conséquent, dans les milieux où la
pression partielle en hydrogène est maintenue très basse grâce aux
bactéries hydrogènophi1es, les voies fermentatives sont déviées vers
la formation d'hydrogène au détriment de celle de produits organiques



28

réduits, et au profit d'une augmentation de la production d'acétate
et d' ATP provenant de la conversion de l'acétyl-coA en acétate
(Gottschalk, 1979). L'exemple suivant illustre ce phénomène dans son
principe.

Selenomonas ruminantium fermente le glucose en lactate selon les
réactions simplifiées suivantes (Min C. et Wolin, 1977):

Glucose >~ Pyruvate

~
NAD+ NADH, W ---__

Lactate

Quand cette bactérie est aSSOC1ee avec une méthanogène
hydrogènophile, telle que Methanobrivacter ruminantium, la production
de lactate-est détournée en faveur de la production d'hydrogène et
d'acétate selon le mécanisme suivant:

Selenomas ruminantium:

ATPG1UC07\ :> Pyruvate --------~>-~Acétate+ CO2
NAD+ NADH,W

Methanobacterium ruminantium:
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De nombreuses bactéries fermentatives appartenant à différents
genres, associées avec une bactérie méthanogène hydrogènophile,
peuvent voir leur métabolisme modifié suivant le même mécanisme.
L'avantage du transfert interespèce d'hydrogène dans ce cas, est une
augmentation du rendement en acétate dès la première étape de la
digestion anaérobie. L' inhibition du transfert interespèce à ce
niveau n'empêcherait pas le processus de digestion anaérobie de se
dérouler, mais le rendrait plus laborieux en raison de la nécessité
de convertir en acétate, au niveau de la seconde étape, l'excédent de
composés intermédiaires réduits.

1.2.4.1.2. TIH et bactéries sulfato-réductrices.

Les bactéries sulfato-réductrices sont capables d'oxyder en
présence de sulfates, les produits issus de la première étape de la
digestion anaérobie.

Il a été démontré pour des sulfato-réductrices du groupe l, que
les mêmes réactions pouvaient être effectuées en absence de sulfate,
à condition de coupler ces bactéries avec des méthanogènes
hydrogènophiles.

Ains i , Bryant et al . (1977) ont démontré que Desul fovibrio
vulgaris et desulfuricans, associés à Methanobacterium MoH, en
présence de quantités négligeables de sulfate, pouvaient oxyder le
lactate et l'éthanol en acétate avec production concomitante de
méthane par la méthanogène.

Les équations des différentes réactions intervenant lors de la
dégradation de ces substrats par la culture mixte sont:
( GO, en ~cal/réaction)

A. Ethanol sans accepteur d'électrons (BSR):

B. Lactate sans accepteur d'électrons (BSR):

2CH3CHOHCOO- + 4HzO--..~ 2CH3COO- + 2HCO; + 2W + 4Hz
C. Méthanogénèse:

4Hz + HCoi + H+ ------,.... CH4 + 3HzO

(A + C) Culture mixte:

(B + C) Culture mixte:

A(fJ' = +4,6

~(fJ' = -1,9

li (P' = -32,2

6,(P' = -Zl,6

Â(P' = -34,1
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A titre comparatif, les équations des réactions réalisées par
les BSR en présence de sulfates sont les suivantes:

2CH
3
CHOH + SO;- __----;>~ 2CH

3
COO· + HS· + H+ + 2H20

2CH3CHOHCOO' + SO~- >2CH3COO· + 2HCO; + HS· + H+

ACi" = -31,8

l:;i.Ci" = -38,2

Traoré et al. (1983) ont étudié plus en détail cette syntrophie
en chemostat, en mettant en présence ~ vulgaris avec M. barkeri. Il
apparait que le rendement de croissance sur lactate ou pyruvate de ~
vulgaris est supérieur en présence de sulfate, que lors du couplage
de la BSR avec la méthanogène. Néanmoins, l'association BSR/bactérie
méthanogène sur pyruvate en absence de sulfate permet à la BSR
d'avoir un meilleurs rendement de croissance que quand elle est
cultivée seule dans les mêmes conditions.

Une possibilité de couplage originale a été demontrée par
Cord-Ruwish et al. (1986). Il est connu que les BSR, excepté
Desulfatomaculum nigrificans, ne dégradent pas les oses. La
dégradation du fructose par une nouvelle espèce de Desulfovibrio en
présence de sulfate a été récemment reportée par Ollivier et Ah
(1988). Cette même bactérie peut réaliser cette dégradation en
absence de sulfates si elle est couplée à une méthanogène
hydrogènophile.

L'existence de transferts interespèce d' hydrogène entre
certaines BSR et les bactéries méthanogènes explique ainsi la
présence des bactéries sulfato-réductrices dans les milieux pauvres
en sulfates.

Nous venons de décrire des transferts interespèce se faisant
dans le sens BSR bactéries méthanogènes, il convient de signaler
qu'en raison de la propriété qu'ont les bactéries du genre
Methanosarcina de produire de l' hydrogène à partir de l'acétate
(Lovley et Ferry, 1985) et du méthanol (Phelps et al., 1985), il a
été demontré (Phelps et al., 1985) la possibilité d'un transfert
interespèce d'hydrogène dans le sens bactérie méthanogène BSR sur
ces substrats en présence de sulfate. M. barkeri étant la donneuse
d'hydrogène et la BSR l'acceptrice. cette possibilité de couplage est
d'une extrême importance, car elle permettrait l'oxydation du
méthanol et de l'acétate par les méthanogènes, en milieu riches en
sulfate, en absence de compétition entre BSR et méthanogènes.

Jusqu'à ce jour, il n'a pas été démontré de possibilité de
transfert interespèce d' hydrogène avec des BSR du groupe II. La
dégradation anaérobie des acides gras volatils en absence de sulfate
est donc réalisée exclusivement par les bactéries OHPA.
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1.2.4.1.3. TIH obligatoire.

La dégradation des acides gras volatils, en absence de sulfate,
ne peut se faire que grâce aux bactéries acétogènes productrices
obligées d'hydrogène (OHPA) décrites ultérieurement. Les bactéries
appartenant à ce groupe ne peuvent en aucun cas dans les milieux
naturels dégrader l'éthanol, les acides gras volatils, et certains
acides gras, en l'absence d'un accepteur microbien d'hydrogène, la
bactérie hydrogènophile pouvant être méthanogène ou
sulfato-réductrice.

Les réactions réalisées par les OHPA ne sont thermodynamiquement
pas possibles, si la pression partielle en hydrogène n'est pas
maintenue inférieure à 10.1 atm pour l'éthanol, 10.3 atm pour le
propionate, et 10.4 atm pour le butyrate.

Les équations des principales réactions réalisées par les
bactéries OHPA sont les suivantes (kJ/réaction):

(i) en absence de bactéries acceptrices d'hydrogène:

CH3CH2COO· + 3H20~CH3COO· + H+ + 3H2 + HCO; AGo, = +76,1

CH3CH2CH2COO· + 2H20~ 2CH3COO- + H+ + 2H2 AGo, = +48,1

CH3(CH2)3COO· + 2H20~CH3CH2COO· + CH3COO· + W+ 2H2 tJ30' = +48,1

CH3(CH2) 14COO· + 14H20 ~ 8CH3COO· + 7H+ + 14H2 AGo, = +351,5

(ii) en présence d'une bactérie méthanogène utilisatrice d'hydrogène:

2CH3CH2CH2COO· + HCO; + H20----?4 CH3COO· + CH4 + H+

2CH3(CH2)3COO· + HCO; + H20~2CH3CH2COO· + 2CH3COO· + CH4

2CH3(CH2) 14COO· + 7HCO; + 7H20~16CH3COO· + 7CH4 + 7W

AGo, = -102,4

ÂGo, = -39,4

+ H+
AGo, = -39,4

00°' = -246,2

Cette liste de réactions est particulièrement éloquente, et
représente le passage quasi obligé du flux de carbone engendré par
la dégradation anaérobie de la matière organique. Par conséquent, on
conçoit aisément qu'une accumulation d'hydrogène dans un digesteur
anaérobie conduise à son bloquage, par inhibition des réactions
réalisées par les bactéries OHPA.

Récemment Thiele et Zeikus (1988) ont décrit un nouveau type de
transfert interespèce d'électrons, basé sur un échange de formate au
lieu d'hydrogène et reposant sur les mêmes principes
thermodynamiques. La théorie est séduisante, car elle accentue le
rôle potentiel important que pourrait jouer le formate dans les
écosystèmes anaérobies. Malheureusement, en dépit des affirmations
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des auteurs, leur démonstration n'est pas satisfaisante car leurs
expériences ont été effectuées avec des cultures mixtes naturelles
non définies (flocs d'un réacteur anaérobie dégradant du lactosérum),
et certaines de leurs conclusions ne prennent pas en compte ce point
fondamental: aucune expérience de contrôle n'a été effectuée avec des
cultures pures et des cultures mixtes définies. Boone et al. (1989)
reprennent cette théorie et lui apportent un fondement théorique. Par
le calcul ils démontrent que l'hydrogène ne diffuse pas suffisament
vite pour expliquer la vitesse de formation du méthane dans des
milieux où les bactéries OHPA et méthanogènes sont dispersées, alors
qu'un transfert interespèce de formate pourrait justifier les valeurs
obtenues pour les digesteurs anaérobies. Néanmoins, hormis la
démonstration d'une activité formate-déshydrogénasique chez ~

wolfei, aucune preuve expérimentale n'est apportée par ces auteurs
sur l'existence d'un transfert interespèce de formate, leurs travaux
ne reposent pratiquement que sur des calculs théoriques. Il est au
demeurant surprenant, qu'aucune mesure de formate n'ait été encore
faite avec des cultures mixtes définies de bactéries OHPA et
méthanogènes! Dans le cadre de la discussion générale de cette thèse,
la validité de cette théorie sera discutée en relation avec les
résultats présentés ici et ceux d'autres auteurs.

1.2.4.2. Hydrogène et méthanogènèse à partir de l'acétate.

Dans le groupe des Methanosarcina la capacité d'utiliser
1 'hydrogène est inégalement distribuée, mais pour toutes les espèces,
l'utilisation de l'acétate est inhibée par une accumulation
d'hydrogène (Baresi et al., 1978; Fergusson et Mah, 1983; Zinder et
Mah, 1979; Ollivier et al., 1984). Par contre, l'utilisation de
l'acétate par Methanosaeta concilii et l'ex- Methanothrix soehngenii
n'est pas inhibée par une accumulation d'hydrogène (Zehnder et al.,
1980; Patel, 1984).

Ces remarques conduisent à penser qu'une accumulation
d'hydrogène dans un digesteur anaérobie, n'entrainera une inhibition
marquée de la méthanogènèse à partir de l'acétate, que si la teneur
en méthanogènes de type Methanosarcina est élevée par rapport à celle
en Methanosaetae, ce qui peut expliquer les diverses observations
contradictoires reportées, quant à l'effet d'une accumulation
d'hydrogène sur la méthanogénèse à partir de l'acétate dans les boues
de digesteurs anaérobies (Harper et Pohland, 1985; van den Berg et
al., 1980).

Ce rôle de l'hydrogène sur la méthanogénèse à partir de
l'acétate est à rapprocher de celui joué par le formate, ce point
particulier fera l' obj et d'une discussion dans le cadre de cette
thèse.
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1.3. Conclusion.

La complexité des interactions microbiennes évoquées
précédemment rend l'étude de la digestion anaérobie particulièrement
ardue. On a pu voir que limiter son champ d'étude à des groupes de
micro-organismes représentatifs des différentes étapes, permettait de
faire apparaître des relations physiologiques particulières. Ainsi,
l'utilisation de cultures mixtes définies de bactéries anaérobies est
une méthodologie qui permet de se placer dans des cas de figures
déterminés et d'élaborer des modèles simplifiés qui, naturellement,
devront être vérifiés au niveau du comportement des boues issues des
digesteurs. Par ailleurs, il pourrait être envisagé d'utiliser de
telles cultures mixtes définies comme inocula aux propriétés bien
définies, mais une telle démarche semblerait économiquement peu
justifiée dans le cas de la dégradation anaérobie de composés
naturels facilement biodégradables (cellulose, hémicellulose,
pectines, protéines, etc ... ) en raison de la disponibilité d'inocula
naturels que représentent les boues de réacteurs en opérations. Par
contre, l'adaptation ou la production d'inocula, en vue de la
biodégradation anaérobie de composés chimiques difficilement
biodégradables dans des conditions naturelles, tels de nombreux
composés aromatiques, peut paraître une voie prometteuse.
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2. TRAVAUX SUR PUBLICATIONS
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2.1. Méthanogénèse à partir
du saccharose par un consortium microbien défini.
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INTRODUCTION.

Nous avons pu constater lors de la précédente revue bibliographique,
que la biodégradation anaérobie de la matière organique est l'affaire
d'un consortium complexe de bactéries. L'étude de ce consortium peut
être abordée de différentes manières:

(i) on peut étudier les boues de digesteur anaérobie comme un
ensemble en tentant de définir leurs réponses à l'action de
différents facteurs physico-chimiques, et leur comportement
physiologique global. Le niveau d'action peut être choisi en fonction
de la spécifité du groupe bactérien étudié, comme par exemple l'étude
des activités méthanogénique in situ. Mais une telle approche ne
permet pas de déterminer finement la nature des phénomènes mis en
jeu,

(ii) l'isolement et l'étude des bactéries responsables d'une ou de
plusieurs réactions particulières est sans nul doute indispensable,
mais insuffisante pour expliquer l'ensemble des phénomènes régissant
le fonctionnement harmonieux du système,

(iii) l'étude en cultures mixtes définies des bactéries isolées
permet d'obtenir une bonne approximation des interactions
microbiennes se produisant dans cet écosystème, et d'approcher le
comportement des bactéries dans leur environnement. Elle permet de
mettre en évidence des phénomènes qui ne pourraient pas l'être
autrementi- et d'en analyser les caractéristiques grâce à la
simplification des structures de la communauté microbienne. Bien
évidemment, les résultats d'une telle analyse doivent être confrontés
aux données tirées de l'écosystème d'origine.

Lors des travaux présentés dans les articles suivants, nous
avons choisi délibérément d'opter pour les voies d'études (i) et
(iii) .

Dans l'article intitulé: "Methanogenesis from sucrose by defined
immobilized consortia", nous avons entrepris d'élaborer et d'étudier
un système modèle de culture mixte méthanogène définie, pouvant
méthaniser un effluent artificiel contenant du saccharose à faible
concentration. Nous avons recherché, par l'utilisation appropriée des
souches bactériennes, à orienter le flux de carbone issu de la
fermentation du saccharose, vers la formation intermédiaire d'acétate
comme principal précurseur de la méthanogénèse, et à définir
l'influence des différents micro- organismes utilisés. Une telle
étude non seulement permet d'obtenir des informations sur les
interelations microbiennes, mais aussi de démontrer la possibilité
d'employer une culture mixte définie immobilisée pour dégrader une
substance déterminée. Il est clair que le substrat utilisé ne
représente pas de difficulté particulière quant à son hydrolyse, mais
un tel modèle peut servir de base pour élaborer une culture mixte
pouvant util iser des substances dont la biodégradation peut être
problématique.
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Lors de la parution de cet article, c'était la première fois que
l'étude d'une culture mixte définie méthanogène se faisait en rapport
avec l'usage d'une technique d'immobilisation de cellules. Un des
avantages pratiques qui découle de cette immobilisation est de
présenter l'inoculum sous une forme aisément manipulable et
réutilisable, et de pouvoir envisager son utilisation ultérieure dans
des procédés en continu. Les expériences en batch réalisées dans
cette étude ont permis de comparer les performances respectives des
cultures immobilisées et non-immobilisées.

La biomasse des réacteurs de seconde génération, tels le
réacteur UASB ou le filtre anaérobie, ne se trouve pas dispersée en
suspension homogène dans le milieu mais regroupée sous forme de
granules ou d'un biofilm. Ainsi l'étude de cultures mixtes définies
immobilisées permet d'avoir une approche plus réaliste des
interactions microbiennes dans de tels systèmes, en prenant en compte
les aspects engendrés par la promiscuité des cellules et les
phénomènes de transfert de masse. La culture mixte immobilisée que
nous présentons, peut aussi offrir un modèle d'étude pour comprendre
ces différents aspects. Il semble évident qu'un regroupement spatial
des bactéries, favorise une meilleure utilisation des produits issus
de l'hydrolyse du substrat lors de la première étape, par celles des
étapes suivantes. Ces thèmes seront développés lors des articles
suivants et de la discussion générale.
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A bacterial consonium capable of sucrose desrudution primarily to CH~ and CO2 was constructe~ •. with
acetate as the key methanogenic precursor. ln addition. the: elrect of asar immobilizalion on the aCllVJly of
the consonium was determined. The primary fermentative orgunism, Eschttrichiu coli, produced acetate,
formate. H" and CO2 (known substrates for mcthanogens). as weil as .ethanol and lactate, compounds that
are not substrates for methanogens. Ox,idation of the nonmethllnogemc substrlltes. lactate and ethanol, to
acetate was mediated by the addition of ÂC't:ltJbUClt'fiunJ \l'uodii and DttSll/fovibriu vuigaris: The met~ano

genic stage was accomplished by the addition of the acetophilic methanogen Melh(!nosu~C'lna barkm and
the hydrDgenophilic methanogen Mel/1t1n{)b(lC·tt:riu~1 !c~rmicku'}1' Results of studles wlth low subst~ate

concentrations (0.05 to 0.2% [wt/vollJ, a growth-hmltlOll medium, and the live-component consortium
indicated efficient conversion (40%) of sucrose carbon to CH•. Significant decreases .in yields of C.H. and
rates of CH4 production were obs~rved if any component of.t.he consortium was oml~ted. Ap'p~oxlm~tely

70% of the CH4generated occurred via acetate. Agar·immoblhzed cells of the consortium exhlblted Ylelds
of CH4and rates of CH. production from sucrose similar to those of nonimmobilized cells. The rate of CH.
production decreased by 25% when cysteine was omiued from rellction conditions and by 40% when the
immobilized consortium was stored for l wcek at 4·C.

The degradation of carbohydrates to mcthanè by defined
mixed cultures has been studied by several investigators (8,
21, 26-28). Winter and Wolfe (27) studied the complete
conversion of fructose to CH4 and CO, with cocultures of
Acelobaclnillm Il'oodii and Melhul/o.l'ClrC'ina burkeri. These
authors also studie:d methane formation from glucose and
fructose with dilferent mixtures or Â. woodii und vurious
methanogenic bacteria (281. Winter (26) studied glucose
degradation to CH4 and CO, with various associations of
Bifidobaneri/lm bifitl/ls Dr ESc/lerid,;u m/i as primary fer
mentative bacteria in association with Dt'j'/I/J()\'ibriu dI!J"tI
f/lricullS and M. barkeri. Additional studies involving cellu·
lose degradation by methanogenic mixed cultures have been
reponed (16, 18, 19, 25).

The immobilization of bacteria provides an attractive
means of product separution from cellular material with
retention of biocatalysts. However, few studies are available
dealing with immobilizec! defined mixed cultures. Karube et
a). (15) studied methane production by using agar·immobi.
lized bacterial enrichments from digested sewage sludge,
und Scherer et al. (22) studied melhanol utilization by
alginate-immobilized M. barkerl. ,

As a model system, we have constructed Il mixed bllcterial
culture capable of Sijcrose degradlltion primarily to CH. and
CO~, with acetate as the key direct methanogenic precursor.
ln addition, we have studied the effect of immobilization on
the performance of the defined consortium. This type of
methanogenic consortium resembJes mixed culture process
es found in anaerobic environments such as sediments or
anaerobic digestors (14, 23). Our experiments were designed
specifically to test the ability of a consortium to carry out the
biogenesis of methane in Il nutrient-limited medium,

• Corresponding aUlhor.
t Presenl address: Laboratoire de Microbiologie, Office de III

Recherche Scientifique ct Technique Outre·Mer, Paris, France.

MATERIALS AND METHODS

Orgllnlsms· and growth, conditions, The anaerobic tech·
niques described by Hungate (12) and Balch et al. (l, 3) were
used throushout this study. Bacteria were grown anaerobi·
cally in aluminum·seal culture tubes (18 by 150 mm) (Bellco
Glass, Inc., Vine/and, N.J.) or in 125-ml serum boltles
(Whellton Scienlific Co.J, E. coU ATCC 12435 was grown at
37·C unde:r an atmosphere of N, in medium containing the
following constituents (per liter of distilled water): yeast
ex,tract, 2.0 s; Trypticase (BBl Microbiology Systems,
Cockeysville, Md.>. 2.0 g; K,HPO., 10.0 g; minera! solution
no. 2 (30), 10 ml; resazurin, 0.001 g. A filter·sterilized, O2,

free solution of sucrose was added before inoculation at a
final concentration of 0.2% (wt/vol). Desulfovibrio vu/garis
JJ. isolated l'rom estuarine sediments, was grown at 37·C
ullder lin atmosphere or N,·CO, (4: 1) in a medium that
contained the following constituents (per liter of distilled
water): minerai solution no. 1(1),50 ml; minerai solution no.
2 (1), 50 ml; trace vitamin solution (30). 10 ml; FeSO~ •
7H~O, 0.1 g; Trypticase, 1.0 g; NaHCO), 4.0 g; NalSO.',2.8
g; cysteine ' Hel' H,O, 0.5 g; Na,S • 9H20. 0.2 g. SodIum
lactate was added at a final concentration of 40 mM. A.
woodi; ATCC 29683 was grown in Ml medium as described
previously by Balch el al. (2). Fructose was added as
substrate at a final concentration of 0.5% (wt/vol). Melhano·
b(/(·teriumfcumidC'/lnJ MF was grown at 37·C in medium 1 of
Balch et al. (1) under 203 kPa al' H,-C02 (4; 1). M. barkeri 227
was grown at 37·C under an atmosphere of N, in medium
containing the following constituents (per liter of distilled
water): minerai solution no. 1 (1), 40 ml; minerlll solution no.
2 (1), 40 ml; FeS04 . 7H 20, 0.002 g; resazurin, O.OOlS: trace
minerai solution (30), 10 ml; vitamin solution (30), 10 ml;
NiCI, . 6H20, 0.5 mg; Na2Se04' 3.7 mg; yeast extract, 1.0 g;
Tryplicas~, 1.0 g; sodium acetate, 8.0 g; cysteine
. HCI . H20, 0.5 g; Na2S . 9H,O, 0.5 g. The medium was
buffered with TES (N-tris(hydrox,ymethyl)methYI·2·aminp·
ethanesulfonic acid) at a final concentration of 50 mM; the'
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pH of the medium was adjusted to 7.0 with NaOH.
Anoxie medium was prepared by boiling the medium

without added reducing agents under a stream of N2 or Nz
COz (4:1) for 60 s. Reducing agents were added, the ftask
was sloppered, and the medium was dispensed inside an
anaerobic glove box (Coy Manufacturing Co., Ann Arbor,
Mich.). Media were sterilized by autoclaving at 105 kPa for
20 min. .

Analytlcal procedures. Meth.ane was analyzed in a Carle
9700 gas chromatograph equipped with a ftame ionization
deleclor and a 2-m stainless steel column packed with 8%
SF-96 on Chromosorb WHP (80/100 mesh) and operated at
l50ae. The carrier gas was N2 at a tlow rate of 25 ml min- I•

CH~ was quantitated by comparing the peak height with
known standards. H] and CO2 were analyzed with Il Packard
7800 gas chromatograph equipped with thermal conductivity
detectors and a 2-m Porapak Q (80/100 mesh) column
operated at l20·C. The carrier gas was N2at a ftow rate of 30
ml min -1. Ail gas sampling was pelÎormed with a pressure·
lock syringe (Precision Sampling Corp., Baton Rouge, La.).

Acetate and ethanol were analyzed by gas chromatogra
phy as described for CH. determination, except that a 3·m
column packed with SP·l000-1% H)PO. on Chromosorb
WAW(Supelco) was used for sample separation. Each liquid
sampie (1.0 ml) for organic acid and alcohol analysis was
removed aseptically, centrifuged for 5 min at 10,000 x g to
remove cells, and acidified with H)PO~ before injection: the
recorded peak area was compared wi~h known standards.

Glucose was determined colorimetrically ·with glucose
oxidase (Sigma ChemicaJ Co., St. Louis, Mo.) according to
Sigma technicaJ bulletin no. 510. Sucrose was assayed
indirectly as glucose after treatment with invenase. The
reaction was pelÎormed as described previously by Berg
meyer and Klotzsch (5), except that th~ amount of reactants
was modified to adapt the method to small sample volumes
(0.1 ml). Lactic acid wa!t-analyzed by the method of Hadzija
(lI).

Experimental conditions. The basal medium for mixed
culture studies contained the following constituents (per liter
of untreated ground water): vitamin solution (30), 10 ml;
NiCI2 • 6H20, 0.5 mg; resazurin. 0.001 g; TES, 11.0 g;
cysteine . HCI . H20, 0.15 g. The medium. adjusted to pH
7.2 with NaOH. was prepared anaerobically under an atmo·
sphere of N2 and sterilized by autoclaving at 105 kPa for 20
min. Ground water from a wellthat provides untrcated water
for biological purposes was used as a source of trace
minerais. Analysis of untreated ground water revealed the
following inorganic composition (milliirams per liter):
S04Z-, 1.2; NO)-, 1.5: total PO.2-, 0.03; Fe3+, 1.0; Ca2+.
59.6; MgH

, 23.7; NH4". 1.0; Na"', 37.0; total CO)2-, 324.
Mixed cultures were inoculated inta medium contained in a
125-ml serum vial; the final reaction volume was 26 ml.

Bacterial cultures used for mixed culture experiments
were harvested anaerobically at late·logarithmic phase by
t;entrifugation at 15,000 x g for 15 min. Pelleted cells were
suspended in an anaerobic wash solution that contained the
following constituents (pei- liter of distilled water): NaCl, 7.0
g; TES, 11.0 g; cysteine . HCI • H20, 0.5 g; resazurin, 0.001
g. The pH of the solution was adjusted to 7.1 with NaOH
before being made anoxic under N2. After two washings,
cells were resuspended in a small volume of wash solution,
and a sample was removed for dry weight measurements.
Each desired combination of washed cell suspensions was
inoculated inta a sealed serum vial that contained basal
medium with 0.17 or 0.05% (wt/vol) sucrose. The final
concentration of the bacteriaJ components was as follows (in

milligrams (dry weighl] per liter of medium): E. coli. 90; A.
woodii, 70; D. v/I/garis, 65; M. formicicum. 90; M. barkeri,
350. The appropriate gas atmosphere (N 2) was added after
rellloval of the vial from the anaerobic glove box. Vial$ were
incubated at 37·C with shaking unless otherwise indicated.

Procedure for Immobilizatlon of cells. Inside an anaerobic
glove box, various combinaIions of washed cell suspensions
were made and added to sterile, cooled (4S·C) anoxie basal
medium. supplemented wilh 1.5% (wtlvol) Noble agar (Difco
Laboratories, Detroit, Mich.). The solution was gently
mixed, poured into a petri dish, and allowed to soJidify and
cool. Pellets (2.5 by 2.5 by 6 mm) of the solidified agar were
prepared by extruding the gel through a stainless steel screen
of specific mesh size. Each 125·ml serum via! with 20 ml of
basal medium, supplemented with 0.05 or 0.17% (wtlvol)
sucrose, received 6.0 g (wet weight) of the agar pellets. The
serum vial was sealed with a butyi rubber stopper, ftushed
with N,. and incubated at 37·C on a reciprocal shaker at 60
strokes min- I .

DIffusIon of sucrase. Sucrose diffusion through the agar
matrix was measured according to the following procedure.
Sucrose (0.2% [wt/vol] final concentration) was added to a
sterile solution containing 1.5% (wtlvo1) agar at 45·C, and the
mixture WIlS poured into a petri dish and allowed to solidify.
Agar pellets, prepared by extruding the agar gel through a
wire screen, were added to a Ilask containing glass·distilled
water. Samples from the water phase were taken over a time
period and assayed for sucrose diffusion from ~he agar
pellets.

. RESULTS
Sucrose fermentation by mixed cultures. Various combina·

tions of E. coli. A. woodii, and D. vu/garis were cocultured
to determine optimal conditions for the production of çiirect
methaRogenic precursors; the' results arc presented in Table
lA. The products of sucrose' fermentation by the E. cqli
strain included acetate, ethanol, lactate, formate, CO2, and
H2 (data not shown). Optimal acetate production occurred
with the association of the three organisms (Table lA); a
shift in the final concentration offermentation products from
less ethanol and lactate formation to increased produçtion of
acetate was observed. These results are in agreement with
previous observations' (13, 18,25,31) and may be altributed
to lactate oxidation to acetate by D. vu/garis or A. wdodll, to
ethanol oxidation by D. vu/gar/s, and to a shift in the
fermentation pattern of E. coll toward increased production
of oxidized compounps.

Combinations of E. coli, A. woodil, and .D. vu/gar/s, in
association with a hydrogenophilic methanogen (M. formiel
c/lm), exhibited significant increases in aeetate production
from sucrase (Table lB) compared with consortia without
M. formicicum. Acetate production was optimal when the
consonium contained ail four organisms. Optimal CH. pro·
duction occurred when M. formicicum was cocultured with
E. coli and A. wood;;; in the absence of an acetophilic
methanogen. the amount of CH. produced represented a
15% recovery of carbon from sucrose. In ail mixed cultures
tested with M.jormicicum. insignificant amounts of ethanol
or lactate accumulated as final products of sucrose; fermenta
tion.

Mixtures of E. coli, D. vulgaris, and A. woodii were
cocultured in association with the acetophilic methanogen
M. barkeri, and the results are presented in Table lC. The
major products detected were CH. and COz.' In mixed
cultures without D. vlligaris. some ethanol was detected as a .
final product; ethanol was significantly reduced in mixed
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TABLE 1. Sucrose degradation by defined mixed cultures
Fermenlalion producll·

%C(",mol/ml)
Organisms" as

Ellla- Lac- Ace· Hz CH. CH.
nol laIe laIe

A.
E. coli 8.3 4.0 11.2 0.3 0
E. coli. A. woodU 7.0 0.6 12.0 a a
E. coli. A. woodU. 2.0 ND' 12.8 a a

D. vulgari!

B.
E. coli. M. formicicum 1.1 14.6 0 7.3 11
E. coli. M. formicicum. 0.6 0.4 15.7 a 10.0 15

A. woodil
E. coli. M. formicicum, 0.7 ND 17.1 a 7.4 11

A. woodU. D. vul-
gori!

C.
E. coii, M. barkeri 2.2 0.4 a a 15.5 23
E. coli. M. barkeri, 2.0 ND 0 0 17.3 26

A. woodii
E. coli. M. barkeri. 0.7 ND a a 27.0 40

A. woodii. D. vul-
gor;s

D. E. coli. A. woodU, 1.0 ND a 0 28.4 42
D. vulgori!, M. formi-
cicum, M. borker;

" Cullures were incubaled at 37°C in basal medium for la days at
an initial sucrose concentration oC 0.19% (wtJvol).

b Values do not represent ~J!omplete fermentation balance from
sucrose; COl and formate were not quantilllted.

, ND, Not detected.

course of sucrose degradation, with final concentrations of
less than 2 mM being detected.

Immobilization of mixed cultures. Agar was chosen as a
matrix to test the elrect of immobilization of the defined
consortia on suc rose degradation 10 CH4 • Two different-size
pellets of solidified agar were tested to determine the charac
teristics of sucrose diffusion through the agar matrix, and the
results are presented in Fig. 2. As expected, the smaller
pellets (2.5 by 2.5 by 6 mm), having a greater surface/volume
ratio. exhibited faster sucrose equilibration with the sus
pending medium than the larger pellets (6 by 6 by 6 mm). An
equilibrium of sucrose between the agar matrix and the
suspending f1uid was reached after 20 and 35 min. respec
tively. for the sma" and large pellets. The smal1-size pellets
were used throughout this sludy for immobilized consortla.

The complete consortium, consisting of E. coli. A. woodii,
D. l'II/guris, M. jimnidcunt, and. M. b(/rkeri, was immobi·
lized with Noble agar and tested to determine the effect on
sucrose degradation to CH4 • The results presented in Fig. ID
indicate that the rate of CH4 production for the immobilized
consortium (320 foLmol day- 100 ml- I) and the total CH4
produced (2,300 foLmol 100 ml-l) were almost identicalto the
data obtained for the cosortium of free cells (Fig. lB). Thus,
the agar-immobilization procedure did not affect the activity
of the defined consortium. When Noble agar was substituted
with Bacto-Agar <Difco) for immobilization, no differences
in methanogenesis were noted.

Influence: oC A. woodii in defined consortium. To determine
the importance of A. lI'oudii on CH4 production in the
defined immobilized consortium. a comparison WIlS made
between the complete consortium and the consortium with
out A. II'cwdii. At a sucrose concentration of 5 mM, the total
CH4 production for the consortium without A. woodii was
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FIG. 1. Kinelics of sucrose degradation by defined mixed cul

tures. (A)Mixed cullure of E. ('oli, A. K'oouii. D. vuIIlClri~', IInd M.
fOrll/idc'lIIll. (8) Mixed culture us in (A) with M. burkui. (C) Agar
immobilized mixed culture of E. coli. D. l'II/gllrls. M. fcmnicic:um,
IInd M. hart,..,.;. (Dl Ailur-immobilizcd mixed culture 115 in (C) wilh
A. woodii. Symbols: O. sucrose; •. CH4 ; *. acetllte. Cultures were
incubaled at 37°C with shaking in baslll medium (0.17% [wtJvoi)
sucrose).

cultures with D. vlllgClris. indicating ethanol oxidation to
acetate. Methane production was optimal when M. bark('ri
was cultured with E. coli. A. woodii, and D. 1'I;/gClrÎ.l'. The
final amount of CH4 produced represented a 40% recovery
of sucrose carbon as CH4 compared with a recovery of 11%
when M. jormicicl/m was cultured with E. coli. A. woodii.
and D. l'IIlgari!. Acetate was detected only in trace amounts
as a final fermentation product in mixed cultures with M.
barkeri.

The final mixed culture tested was a combinat ion of both
methanogens (M. barkeri and M. j'ormidcl/m) in coculture
with E. m/i, A. woodii, and D. vII/garis. The final yield of
CH 4 (28.4 mmol/liter of medium) was slightly higher corn.
pared with the same consortium without M. jormicic/lm (27
mmol/liter) and represented a 42% recovery of sucrose
carbon as CH 4• The final yield of CH4 from sucrose degruda
tion by the complete consortium (28.4 mmol/liter) represent
ed an increase of 14% compared with the predicted yield
(24.5 mmol/liter) calculated from data of the complete con.
sortium without M. bClrkeri (Table lB and 0).

The kinetics of sucrose degradation by specific mixed
cultures are presented in Fig. lA and B. At a sucrose
concentration of 5 mM, rates of CH4 production were 133
foLmol day-l 100 ml- I when M.formicimm was cuhured with
E. coli, A. \l'oodii, and D. vII/guris (Fig. lA). compared with
330 foLmol day-I 100 ml- I when M. burkeri was cultured with
E. coli, A. woodii, D. l'u/garis, and M.fol'midcunt (Fig. lB).
Acetate accumulated in the consortium without M. bClrkni
and reached a final concentration of 17.1 mM. ln the
consortium with M. bClrkeri. acetate was detected in low
concentrations (5 mM) as an intermediate product during the
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DISCUSSION
Methanogenesis from biopolymers in nlltural ecosystems

occursin three basic steps (29): fermentation. acetogenesis,
and methanogenesis. The acetogenic step. for our purposes,
is defined ilS intermeùiury reactions producing acetate, I.e.,
via ollidution of -organic acids or alcohols to Ilcetate, or_
oxidation of hydrogen undreduction of Cal to acetate. E.
coli was chosen as the primllCy organism responsible for the
first step in the bioconversion of suc rose to CH. because the
mixed Ilcid fermentalion of sucrose by E. coli primarily
yields direcl melhunogenic subslrlltes (ilcetale. formate. Hl.
and CO,) Ilnù indirecl (elhanol, lactate) melhanogenic pre
cursors:A. woodii and D. m/garis were chosen to fuJfill the
acetogenic step of the metabolic scheme; both bacteria are
capable cif lactate oxidalion to acetate, although by ditferent
mechanisms. In addition, A. \l'oodii may play an additional
role in the production of methanogenic precursors by a
homoacetic fermentalion of hexose. Further. D. vlI/garis
oxidizes ethanol to acetate and reùuces sulfate to sultide; il
is known that sullide is required by most methanogens for
growth and that reducing conditions are required for activity
(6, 29, 32). The methanogenic step was elfected by M.
barkui and M. formicic:um to ensure optimal CH. produc
tion from several methanogenic substrates. As indicated by
the results. optimal CH. prod4clion from sucrose was ob
tained by the complete consortium (E. coli. A. \l'oodU, D.
vlI/guris, M. bClrkrri, IInd M. !ormicic'um). At a sucrose
concentration of 0.2% (wt/vol). ca. 42% of the sucrose
carbon was recovered as CH•. An estimate of the percentage
of CH. arising from acetate was made from the difference in
CH. produced by the consortium in the presence and
absehce of M. barkeri. since M. barkui was the sole acetate
degrading organism present: Calculations revealed that 70%
of the CH. was produced from acetate. and this value is in
good agreement Wilh data l'rom various ecological studies
(14), indicating lhat our consortium may be representative of
the type of mixed cultures found in natural fermentative-
methanogenic habitats. .

The performance of the constructed consortium was sig
nificant considering thal conditions for bacterial growth
were severely limited in our experiments. Orily trace

slandard anaerobically prepared basal medium with cyste
ine.

1 234

TIME deys
FIG. 3. Effeel or incubulion lemperalure on melhanogenesis

from sucrose (0.05% Iwllvolll by the eomplele defined immobilizcd
consonium lE. ('oii, A. \l'uuJii. D. \'uiwuris. M.formidC'u/1/. and M;
burkrri). Symbols: O. 2SoC; •. 30·C: .6.. n·c.
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FIG. 2. Diffusion of sucrose through agar mlltrix. Pellets of

solidified agar eontuining ~uerose IO.S% (wtJvolJ) were lIdued to u
solulion of distilled willer, and sucrose relelille WIIS followed with
lime. Symbols: ., agar pellets (6 by 6 by 6 mml: O. ugur pellets (2.S
by 2.5 by 6 mm).

2,000 fLmol 100 ml- I <Fig. lC): the maximal rate of CH.
production was 220 fLmoJ day-I 100 ml- I. These vlIlues lire
13 and 30% Jess, respectively. compared wit1ùhe results of
the complete immobilized consortium (Fig, 10). These re·
sults suggest that A;-1t'oodli significantly contributes to the
pool of methanogenic precursors. either by the homoacetic
fermentation of glucose or fructose or by the oxidation of
lactate to acetate.

Effeets of temperature, storagc, and reduclng conditions on
Immobilized consortla. ;$everaJ temperatures in the mesophil
ic range of growth were tested to determine the effect of
temperature on CH. production by the defined immobjJjzed
consortium. The rates of CH. production at 30 and 37·C at a
sucrose concentration of 1.5 mM were similar <Fig. 3). At
25·C, however. a lag was 110ted before the onset of CH.
production.

Pellets of the immobilized consortium were Ildded to basal
medium without sucrose und stored at 4·C under an atmo
sphere of N2 for various lengths of time to determine the
effect of cold storage on the activity of the consortium. Cold
slOrage under N2 in the absence of substrate significantly
affected the rate of CH. production <Fig. 4). After land 5
weeks of storage at 4·C. the rates ofCH. production were 40
and 60% lower, respectivel Y. compared wilh the rate of u
consortium tested immediately after preparation (control).

The etfects of anaerobiosis and reducing conditions on
CH. production by the immobilized consortium were tested.
using basal medium prepared in various ways (Table 2). In
aerobically prepared basal medium without cysteine. no CH.
production was detected afler 10 days of incubalion at J7·C.
Aerobically prepared basal medium without cysteine, prere
duced by axenic E. coli fermentation. was inoculated with
the immobilized consortium. and the rate of CH. production
was reduced by 40% compared wilh controls. When the
aerobically prepared basal medi4m without cysteine was
aseptically bubbled with sterile N2 at a rate of 100 ml min- I

for 15 min. the immobilized consortium exhibited a 25%
reduction in the rate of CH. production. When basal medium
with cysteine was used in Il similar experiment, no ditfèrence
in the rate of CH. production was found compared wilh
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TABLE 2. Elfecls of anllerobiosis IInd reducinll condilions un
melhanogenesis from sucrose~

T01M) CH.
Condilion produclion MuimMI nlle Dr CH1ImmoVlOO mil mmol dlIy'l 100 ml"

• Pellels of lhe delined immobilized consortium U:. ('(Iii. A.
woodii, D. vu/guris, M. formidC'wn, and M. burkui) were added 10

basal medium (0.05% [wtlvoll sucrose). prepared as ·indicaled. and
incubaled al 37°C Wilh shakina for la dllYs.

b Medium gassed wilh N2 al a now nile of 100 ml min- 1 for ]5
min.

e Medium withoui cysleine.
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amounts of essenlinl growth nutrients. including -Sources of
nilrogen and phosphorus, were provided through the uddi
lion of untreated ground water. In addition. dilute substrnte
concentrations were tested-in most experiments. However.
results of our studies indicated that the bacterial consortium
was nevenheless efficient in the conversion of sucrase to
CH 4 in growth-limiting medium.

There is much evidence to support the premise that
inlerspecies H2 transfer reactions, as first reported by lan·
nolli et al. (13). are important in the performance of our
consortium. A dramatic shift in the levels of fermentation
products of sucrose degradation by E. m/i was noted when
E. coli was cocultured with either methanogen. This phe·
nomenon has been weil documented with a variety of mixed
cullures (7-9. 13, 18,21,31). The'H2-utilizing organisms M.
formicicum and D. \lulgaris also may play a role in the
performance of acetate utilizÏltion by M. bllrli.el'i. Il hus bc:cn
reponed (4) that the presence of Hl inhibited CH. produc
tion from acelate in enrichment cultures containing methu
nosurcina; if this is the casc, thcn mcthanogencsis from
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FIG, 4. Elfecl of slorage lime of Ihe complele immobili:ted
consonium on melhanogenesis from sucrose 10.05% [wl/vol1l. Agur
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(0) before lhe adllilion of subslnlle and incubulion ul 37°C. lAI
Control 10 which subslrale WIIS udded immedialely IIfler prepurlilion
of Ihe consortium.
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2.2. Production de méthane à partir du propionate
par une culture mixte définie méthanogène.
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INTRODUCTION.

La formation d'acides gras volatils (AGV) est une étape
intermédiaire de grande importance pour la digestion anaérobie. La
conversion de ces acides est réalisée par un groupe particulier de
bactéries: les bactéries OHPA. Lors d'une mauvaise opération d'un
digesteur anaérobie conduisant à une destabilisation du procédé, ces
acides s'accumulent. Le propionate est l'AGV qui nécessite pour son
oxydation anaérobie les conditions de pression partielle en hydrogène
les plus basses. Actuellement nous ne connaissons qu'un seul
organisme isolé et caractérisé, capable de réaliser cette réaction:
Syntrophabacter wolinii. En présence de sulfate, Desulfobulbus
propionicus et elongatus (BSR du groupe II) peuvent utiliser le
propionate comme source de carbone et d'énergie.

Les BSR du groupe l du genre Desulfovibrio sont capables
d'établir, en absence de sulfate, une relation syntrophique avec les
bactéries méthanogènes pour dégrader le lactate ou l'éthanol. Il est
donc intéressant à priori de se poser la question de savoir si des
BSR du groupe II, du genre Desulfobulbus peuvent établir une
relation similaire en absence de sulfate, pour la dégradation du
propionate. La réponse donnée par ce travail est négative, et par
conséquent il n'y a pas actuellement d'alternative connue à
l'oxydation du propionate par syntrophobacter wolinii en absence de
sulfate.

Néanmoins, on peut supposer qu'en présence d'un effluent riche
en sulfate, les bactéries sulato-réductrices peuvent entrer en
compétition avec les bactéries OHPA pour l'utilisation des AGV. Le
problême majeur dérivant de l'utilisation des sulfates étant la
formation ::-et l'accumulation de sulfures d'hydrogène à des
concentrations inhibitrices. Dans l'article intitulé: "Methane
production from propionate by methanogenic mixed culture" , une
culture mixte définie capable de tans former complètement le
propionate en méthane et gaz carbonique en présence de sulfate, est
présentée. Cette conversion n'est seulement possible que si les
sulfures produits sont piégés par du fer ferreux, empêchant ainsi
l' inhibition de la méthanogène acétoclaste de la co-culture. Une
telle observation à une conséquence pratique au niveau des réacteurs
anaérobies traitant des effluents riches en sulfates, car l'addition
de fer ferreux à ces réacteurs peut éviter d'éventuels problèmes par
les sulfures libres.
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1. SUMMARY

The association of Desulfobulbus sp. with
Methanosarcina barkeri 227 was able to produce
CH 4 from propionate in the presence of sulfate, if
a sufficient amount of ferrous iron was added to
the media in order to trap the soluble sulfides
produced from-stllfate. In the absence of ferrous
iront soluble sulfides inhibited the acetoclastic re
action. Attempts to cultivate Desulfobulbus sp. with
H 2-utilising methanogenic bacteria in the absence
of sulfate did noLsucceed.

2. INTRODUCTION

Anaerobic degradation of organic matter to CH"
proceeds through the formation of volatile fatty
acids (VFA) [1.2] which are in tum transformed to
the major methanogenic substrates (acetate. H 2

CO2 ) mainly by obligate hydrogen-producing
acetogenic bacteria (OHPAB) [2-7]. Use of pro
pionate. one of the major VFAs formed, is of
interest. Furthermore. propionate accumulates un·
der overload conditions which often lead to digester
failure.

Two types of bacteria are known to perform
incomplete propionate oxidation in anaerobic

environments: a sulfate-reducing bacterium De
sulfobulbus propionicus [8] and an OHPAB Syn
trophobacter wolinii [3J. In parallel to the microbio
logical characterizations of propionate degraders,
sorne authors gave biochemical data on tum-over
rates and pathways 'of propionate degradation
[4-6]. Recently, evidence for the existence of two
sub-groups of propionate users in a sulfate-limited
digester was found by kinetic analysis [9J. The first
sub-group, with a Pm.... 0(0.0054 h -l, was reported
as being similar to S. wolinii, the second was a
faster growing sub-group with a Il max of 0.05 h -l,

and not related to a known bacterium.
There are no reports to date of D. propionicus

growing in syntrophic relation with hydro
genophilic bacterium in the absence of sulfate. A
sulfate-reducing bacterium isolated in our labora
tory, not identical to D. propionicus, has a Il m.. of
0.025 h - 1 while growing on propionate plus sulfate,
and is able to use Hl as electron donor. This paper
describes attempts to create methanogenic cocul
tures of this propionate user with hydrogenophilic
or acetoclastic methanogenic bacteria.

3. MATERIALS AND METHODS

3. J. Organisms and growth conditions
The anaerobic techniques described by Hungate

0378-1097/85/S03.30 iO 1985 Federation of European Microbiological Societies
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[10) and Balch et al. [11,12] were used throughout
this study. Bacteria were grown anaerobically in
aluminium-seal culture tubes (BeIlco Glass, Inc.•
Vineland. NJ). Methanobacterium formicicum MF
was grown at 37°C in the medium of Balch et al.
under 30 psi of H 2-C02 (4: 1). M. barkeri 227 was
grown at 37°C under 5 psi of N2-C02 (4: 1) in the
medium described e1sewhere [13] but with the
TES-buffer replaced by sodium bicarbonate (5
g/I),

Desulfobulbus sp. was isolated in our laboratory
from a digester and grown at 30°C under 5 psi of
N2-C02 (4: 1) in a medium containing the follow
ing constituents (per 1 distilled water): mineraI
solution no. 1 [12]. 50 ml; mineral solution no. 2
[12), 50 ml; trace vitamin solution [14], 10 ml;
trace mineraI solution [14]. 10 ml; NiCI 2 • 6H 20,
0.5 mg; Na 2Se04 • 3.7 mg; yeast extract, 0.1 mg;
FeS04 · 7H 20. 2 mg; resazurin. 1 mg; NaHC03 • 5
g; NH 4Cl. 1 g; sodium propionate. 1 g; Na 2SO., 3
g.

Anoxic medium was prepared by boiling the
medium without added reducing agents under a
stream of N2 for 60 s. Then cysteine-HCI· H 20
was added at 0.5 g/l and the medium was dis
pensed inside an anaerobic glove box (La Calhène,
Bezons, France). Media were sterilized at 120°C
for 20 min. Sterile Na 2S . 9H 20 was added to each
liquid culture before inoculation to a final con·
centration of 0.05%:fw/v.). eltUpt for the medium
of Desulfobulbus sp.-(final concentration 0.2 g/l).

3.2. Analytical procedures
Methane was analyzed in a Varian Aerograph

2700 equipped with a fIame ionization detector
and a2 m stainless steel column packed with
Porapack Q(80/100 mesh) and operated at 160°C.
The carrier gas was N2 at a fIow rate of 20
ml/min. CH 4 was quantitated by comparing the
peak height with known standards. Acetate and
propionate were analysed by gas chromatography,
using the same apparatus as for CH•. A l" X 2 m
stainless steel column packed with 25% NPGA
and 2% H 3 P04 on Chromosorb WAW (80/100
mesh) was used. The carrier gas was N2 saturated
with forroic acid at a fIow rate of 30 ml/min and
operated at 160°C.

Each liquid sample (1.0 ml) was removed
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aseptically a'nd 20 }-LI of H 3 P04 (50% v/v) were
added. Then the sample was centrifuged for 5 min
at 10000 X g to remove cells. The peak height was
compared to known standards. Soluble sulfides
were estimated according to a new method (F.
Widdel and R. Cordruwisch, in press).

3.3. Experimental conditions
The basal medium used for ail experiments was

the same as described for the culture of Desulfo
bulbus sp., except for Na 2 S04 and sodium pro
pionate. Sulfate and propionate were added to
final concentrations of 0.9 g/l and 0.6 g/I. Ali
experiments were run in triplicate. ControIs
without substrates were made each time.

4. RESULTS AND DISCUSSION

Bryant et al. [15] and McInerney and Bryant
[16] described the coupling by interspecies H 2

transfer between Desulfovibrio sp. and an H 2-using
methanogenic bacterium in a sulfate-free medium
with lactate or ethanol as substrate. The pro
pionate degrader, Desulfobulbus sp., is able to use
H 2 as electron donor in the presence of sulfate.
Therefore, the strain was tested for the ability to
evolve hydrogen in a syntrophic association with
the hydrogenophilic bacteria M. formicicum MF or
M. barkeri 227. Attempts to couple these bacteria
in a sulfate-free medium failed. Thus Desulfobulbus
sp. cannot be a representative of the second sub-

Table 1

End products formed after different periods of incubation of
two mixed cultures

mmol/l 6 days' 13 days' 13 days b

Propionate 0 0 6.24
Acetate 6.20 6.25 0
CH. 0 0 0
Total sulfides nd e 5 nd

• Association of D~sulfobulbus sp. with M. bark~ri 227 on
propionate (6:24 mM) in presence of sulfate (6.3 mM).

b Association of D~sulfobulbussp. with either M. bark~ri 227 or
M. formicicum MF on propionate (6.24 mM) without sulfate
or other e1ectron acceptor (ail sulfate salts in the medium
were replaced by their chloride equivalents).

e not determined.
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Table 2

'0

Furthermore, even when trapped as FeS, sulfide is
probably still available to methanogens, as shown
by Scherer et al. [18] with M. barkeri grown on
methanol. The fact that iron must be added in
order to avoid sulfide inhibition is supported by,
and appears to explain, the results obtained by
Van Den Berg et al. [19], who noted that the
addition of 5 mM of ferrous chloride to a fer
menter, fed with bean-blanching waste, greatly
stimulated the acetate conversion.

In the literature there is a lack of data about
relative cell numbers bf sulfate-reducing bacteria
and OHPAB using propionate in digesters work
ing with different types of waste. Nevertheless, the
activity of bacteria such as D. propionicus in
anaerobic digesters is probably of little importance
in comparison to OHPAB activity. Thus, accord
ing to the data of Heyes and Hall [9], other
OHPAB with faster growth rates than S. wolinii
must be present.

l''
U
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._._.__._1__•__------'

10 20

Days

Fig. 1. Methane production by the association Desulfobulbus sp.
and M. barkeri 227 grown on propionate and sulfate, in the
presence of 6.5 mM FeSO.· 7H 20 ., or in the absence of iron..

mmol CH.lljday final CH.
mmoljl

A 0.85 6.6
B 0.85 6.6
C 0.80 6.8

A. acetale only: B. in presence of Na1SO. (6.3 mM); C. in
presence of sodium propionate (6.24 mM).

CH. production by M. barkeri 227 at 30·C from sodium
acetale (1 Sil)

Table 3

group of propionate users reported by Heyes and
Hall [9J.

CH. could also be produced from propionate
by the coculture Desulfobulbus sp. and M. barkeri
227. Under those conditions propionate was con
verted to acetate plus CO2 , and no CH. was
evolved (Table 1). A pure culture of M. barkeri
227 was used to test for inhibition of the acetoclas
tic reaction by either propionate or sulfate. No
inhibition was found (Table 2), thus the inhibition
was believed to be caused by sulfides. The associa
tion was therefore grown in a medium supple
mented with an excess of iron sulfate, to trap
soluble sulfide as FeS.

After 10 days of incubation, ail propionate was
converted to acetate and CO2 , and the acetate to
CH. and CO2 • No soluble sulfide was detected
(Table 3; Fig. 1). So, in digesters or other anaerobic
ecosystems, wt\ere acetate is not limiting [17], such
a pathway for propionate degradation could be
expected. The anaerobic environment must con
tain sufficient amounts of sulfate and iron, or
other metallic ions able to trap soluble sulfide.
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2.3. Méthanogénèse à partir du xylane par des cultures
mixtes composées de Cellulomonas sp. associée

à des méthanogènes et Desulfovibrio vulqaris J.J.
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INTRODUCTION.

Nous avons étudié précédemment la méthanisation d'un
disaccharide et d'un acide gras volatil. De nombreux auteurs se sont
penchés sur la dégradation anaérobie de la cellulose, aucun n'a
utilisé les hémicelluloses comme substrat modèle pour des cultures
définies méthanogènes. Les hémicelluloses représentent une fraction
non négligeable de la biomasse végétale et peuvent être retrouvées,
comme leurs dérivés d'hydrolyse: le xylose, dans différents
effluents.

Il était donc intéressant d'élaborer et d'analyser une culture
mixte, capable de transformer le xylane en méthane, selon le même
principe que celui utilisé pour constituer celle pouvant méthaniser
le saccharose. La différence entre ces deux cultures consiste
essentiellement dans le fait que Cellulomonas, la bactérie
xylanolytique utiisée, ne produit pas d'hydrogène. Ce qui élimine un
facteur et permet de simplifier l'analyse des rapports
inter-microbiens. Selon les résultats obtenus, contrairement à ~
coli, Cellulomonas ne peut pas établir de transfert interespèce
d'hydrogène avec les bactéries méthanogènes.

Ce travail est un bon exemple des services rendus par
l'utilisation de cultures mixtes définies, pour l'étude de
l'écophysiologie de la digestion anaérobie, car l'analyse des
résultats des cultures mixtes établies avec Cellulomonas a été
fructueuse, étant donné qu'elle a permis de mettre à jour l'existence
de deux phénomènes nouveaux:

- l'inhibition de la réaction méthanogénique à partir de l'acétate
par le fOrJ:!üite,

- la possibilité d'un transfert interespèce d'hydrogène entre une
BSR et une méthanogène à partir du formate.

Ces deux phénomènes sont démontrés dans le cadre de l'article
présenté et des suivants.
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1. SUMMARY

Different methanogenic defined mixed cultures,
including Cel/uiDmonas sp. strain ATCC21399 as a
hydrolytic and fermentative bacterium, were used
to show that methane production could proceed
from larchwood xylan as weil as from cellulose.
Via the different mixtures of bacteria used, the
raie of format€ is described. It is shown that
formate inhibits methanogenesis from acetate by
pure cultures of aceticlastic methanogens.

2. INTRODUCTION

The anaerobic degradation of organic matter'on
a laboratory scale has been studied using glucose
and cellulose degradation [1-6]. Cellulose (and
therefore glucose) accounts for a high percentage
of Ihe wmposilion of blomass [7], but relativcly
little reference has been made to the other im
portant substrate, hemicellulose. and its main
product of hydrolysis, xylose [8]. Hemicellulose is
not only an important component of plant cell
walls. but may represent one of the main residues
of the different industries processing wood or bio
mass [7,9].

This paper reports on the production of methane
from xylan, using defined mixed cultures of
bacteria involved in the anaerobic digestion of
organic matter. An attempt is made to point out
the importance of formate, as shown by the use of
mixed and pure cultures.

3. MATERIALS AND METHODS

3. J. Organisms and growth conditions
The anaerobic techniques described by Hungate

(10], Balch and Wolfe [11] and Balch et al. [12]
were used throughout this study. Bacteria were
grown anaerobically in aluminium-seal culture
tubes (Bellco Glass, Vineland, NJ, U.S.A.).
Methanobacterium formicicum MF was grown at
37°C under 5 psi of N2-C02 (4: 1) in the medium
of Balch et al. (12]. Methanosarcina barkeri 227

was grown ul 3?OC ulH.lcr 30 psi of H2-C02 (4: 1)
and Methanosarcina thermophila at 55°C, under 5
psi of N2-C02 (4: 1) in the medium described by
Jones et al. (13], except that TES-buffer was re
placed by bicarbonate buffer (4 gjl). Desulfovibrio
vulgaris J.J. was grown at 37°C, as previously
described [13].

Cellulomonas sp. strain ATCC21399 was grown

0378-1097/86/S03.50 <D 1986 Federation of European Microbiological Societies
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at 30°C under 5 psi of N2-C02 (4: 1) in the
following medium: minerai solution No. 1 [12], 50
ml; minerai solution No. 2 [12], 50 ml; trace
vitamin solution [12], 10 ml; trace minerai solution
[12],10 ml; FeSO.· 7H zO, 0.002 g; resazurin, 0.001
g; NH.Cl, 1 g; xylan from larchwood (Sigma), 2
g; NaHC03 , 7 g; yeast extract, 0.1 g; biotrypcase,
0.1 g; cysteine-HCI, 0.5 g. Anoxic medium was
prepared as previously described [13].

Cellulomonas sp. strain ATCC21399 was used
as a hydrolytic and fermentative bacterium able to
produce acetate, ethanol and formate from xylan.
Methanogenesis was expected from different mix
tures of Cellulomonas and methanogenic bacteria
such as: Ms. barkeri 227 as an aceticlastic
methanogen, Mb. formicicum MF as a formate
user.

In sorne experiments, D. vulgaris J.J. was added
in methanogenic mixed cultures. This bacterium
was able to degrade formate and to produce acetate
from ethanol either in the presence or absence of
sulfate on the basis of an interspecies hydrogen
transfer [14].

53

sp.; D, D. vulgaris; F, Mb. formicicum; B, Ms.
barkeri; e.g., association CDB contained Cel
lulomonas sp., D. uulgaris and Ms. barkeri.

4. RESULTS AND DISCUSSION

Two sets of experiments ~ere done at 1 g/I and
5 g/I of xylan. Methane production at 1 g/I of
xylan leveled off after Il days of fermentation for
the association COB in the presence of sulfate
(Fig. 1), and after one week for the others (Fig. 1).
At 5 g/I, fermentation was completed after a
longer period, ranging between 20 and 40 days
(Fig. 2). At this concentration, there was a long lag
phase with CF we could not explain in terms of
the adaptation of Mb. formicicum to the use of
formate since this bacterium was pregrown on
formate.

Maximum methane production was obtained
with the association CDB in presence of sulfate at
1 g/I and 5 g/I of xylan, respectively 8 /tmol/ml
and 50 /tmol/ml. In these conditions, methane

Fig. 1. Methane production from xylan (1 g/l) by different
defined mixed cultures: l>.--l>.. CB; 0--0, CF;
e--e. COF in sulfate-free medium; .--., COB in
sodium sulfate and iron sulfate-containing medium (Na 2SO., 2
g/l; FeSO.·7H 20. 4 g/l).

3.2. Analytical prfJ-sedures
Methane and acetate were assayed as previously

described [15]. Ethanol was assayed using the same
conditions as for CH •. Formic acid was determined
colorimetrically according to the method of Sleat
and Mah [16]. Eact1liquid sample was prepared as
previously described [15].

3.3. Experimental conditions
The basal medium used for ail experiments was

the same as described for Cellulomonas cultivation.
In experiments containing both D. vulgaris and
Ms. barkeri in the presence of sulfate, an excess of
divalent iron was added to the medium to prevent
inhibition of the aceticlastic reaction by high levels
of soluble sulfides [15]. Xylan was added at the
concentrations indicated. Experiments were per
formed in 60-ml serum bottles each containing 20
ml of medium. Ali experiments were made in
triplicate and two controis without substrates were
run for each experiment. Vials were incubated at
30°C except when specified.

For the sake of simplicity, associations of
bacteria are designated as follows: C, Cellulomonas
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(1)

(2)

0.6
0.3
2.0
o
8.0

Ethanol
(mM)

2.2
2.3
o
nd
o

Acetate
(mM)

6.1
5.6
8
nd e

o

o
2.4
o
o
o

Formate
(mM)

4 formate 1 CH 4 (Table 2)

2 ethanol 1 CH 4 [18]

• In sulfate·free medium.
b ln medium plus sulfate (Na2S0., 2 g/I) and iron sulfate

(FeSO.·7H 20, 4 g/I).
end, Not detcrmined.

Table 2

Alternative pathways for anaerobic formate uptakc in sulfate
dcpleted environment

1. Direct use of formate by Mb. formicicum

4HCOï +H 20+H+ ..... CH. +3HCO)'

~o,o - -130.4 kJ (18]

2. Use of formate by interspecies hydrogen transfer:
(i) half reaction completed by D. vulgaris

(HCOï + H 20 ..... HCOï + H 2 .10,0 - + 1.3 lU) X4 [18]

(ii) half reaction completed by Mb. formicicum

4H 2 + HCOï + H+ ..... CH. + 3 H 20 ~o,o - -135.6 kJ [18]

(iii) sum of these reactions

4HCOï +H 20+ H+ ..... CH. +3HCO;

.10,0_ -130.4kJ [21]

Table 1

End·products formed at 1 g/l of xylan by different associations
of bacteria (see text)

CF
CB
CDF-SO. •
CDF+SO. b

CDB+SO. b

The use of formate by interspecies hydrogen
transfer between D. uulgaris and Mb. formicicum
could be a matter of controversy as the methano
gen is a formate user (association CF, Table 1).
Nevertheless, an alternative route could be sug
gested, i.e., carbon flow through formate in a
sulfate-depleted environment, as described in Table
2.

In a medium containing an excess of sulfate, no
CH 4 was produced by the association CDF, but ail

20 i
~•ëi
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30 ~
'il•E

40

4030
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10o 20
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Fig. 2. Methane production from xylan (5 g/I). The left scale is
for the following associations: D--[]. CF; l:.--l:., CB;
e--e, COF in sulfate-free medium. The right scale is for:
_____. CDB in sodium sulfate and iron sulfate-containing
medium (Na 2SO., 2 g/I; FeSO.·7H 20. 4 g/I).

production from xylan followed the commonly
acknowledged pathways [17}: hydrolysis and
acidogenesis by.C§J/u/omonas sp., acetogenesis by
D. uulgaris andmethanogenesis by Ms. barkeri
227.

No 2-step kinetic reactions were observed for
the association CDF in sulfate-free medium at 1
g/I of xylan (Fig. 1), contrary to the result ob
tained at 5 g/I with the sarne association (Fig. 2).
Nevertheless, at 1 g/I, a 2-step kinetic reaction
could be obtained in the earlier stage of fermenta
tion. Such a pattern could be explained, either as a
sequential use of formate and then ethanol by D.
uu/garis in association with Mb. formicicum on the
basis of an interspecies hydrogen transfer, or by
the use of formate first by Mb. formicicum alone
and then the oxidation of ethanol by the associa
tion of the sulfate reducer and the methanogen.

At the end of the experiment at 1 g/I of xylan,
no formate or ethanol was detected, and almost
stoichiometric amounts of CH 4 were produced
(Table 1) assuming the following ratios:
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DAYS
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tain that this inhibition is not a feature peculiar to
the mesophilic strain, experiments with an acetic
lastic thennophilic methanogen, Ms.thermophila,
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Fig. 3. Erreet of dirrerent sodium formate concentrations upon
methanogenesis of trihydrated sodium acetate (2 g/I), by Ms.
barkeri 227 cultivated at 37°C: e--e, 0 mM; 0--0,

1.25 mM; a--a, 2.5 mM; .--., 20 mM.

Fig. 4. Effeet of 10 mM sodium formate on thermophilic
methanogenesis of lrihydrated sodium acetate by Ms. lhermo
phila cultivated at 55°C. e--e. Acetate 4 g/I, formate 0
mM; 0--0. acetate 4 g/I, formate 10 mM; a--a,
acetate 2 g/I, formate 0 mM; L.--L., acetate 2 S/I, for
mate 10 mM.
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the formate was used (Table 1). This would sug
gest that D. vulgaris displayed a higher affinity for
formate than did Mb. formicicum. Therefore, in a
way similar to the use of hydrogen in presence of
sulfate [19], sulfate-reducing bacteria and
formate-using. methanogens seem to compete for
formate. Thus, the presence of sulfate in anaerobic
environments (e.g., anaerobic digestors, sediments)
would divert the following compounds from direct
methanogenesis to sulfatoreduction: hydrogen
[19,20], acetate [21] and formate.

Another phenomenon was apparent the results
(Table l, Fig. 1): after several trials, methanogene
sis from xylan never occurred when the association
CB was used; only a very small amount of methane
was produced and acetate was scarcely degraded
(Table 1), even after a long period of incubation
(one month). However, using the association CDB
in the presence of sulfate (Table 1) or in its
absence (Fig. 2), methanogenesis from acetate was
not inhibited. The end-product formed by CB in
the liquid phase were formate, acetate and ethanol
(Table 1). Ethanol was not suspected to be an
inhibitor at 2 mM, since the aceticlastic reaction
had worked wt:l.L in previous experiments, where
ethanol appeared as an end-product in defined
mixed cultures using Ms. barkeri 227 [13].

On the other hand, as with ethanol, fonnate did
not accumulate when the association CDB was
used in the presence· of sulfate. Unless an un
known product responsible for this inhibition was
used by the sulfate reducer, formate is suspected
to be a direct inhibitor of the aceticlastic reaction.

Formate was shown to be an inhibitor of
methanogenesis from acetate by Baresi et al. [22]
but this work was done with an enrichment cul
ture, so an indirect effect could be the explanation.

To demonstrate the direct inhibition of the
aceticlastic reaction by formate, experiments with
pure cultures of methanogens were performed. As
shown in Fig. 3, methanogenesis from acetate by
Mb. barkeri 227 is inhibited by formate.

It appears (Fig. 3) that the extent of inhibition
depended on the formate concentration in relation
to a fixed concentration of acetate (2 g/I). The
rate and the amount of methane decreased' with
increasing formate concentrations (Fig. 3). In
neither case was hydrogen detected. To make cer·
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were performed with 4 g/l and 2 g/l of trihy
drated sodium acetate. As shown in Fig. 4,
methanogenesis from acetate is inhibited by for
mate under thermophilic conditions. At a constant
formate concentration, the extent of the inhibition
depended on the acetate concentration (Fig. 4).
Furthermore, the rate and total amount of evolved
methane decreased to 0 (Fig. 4) and hydrogen was
not evolved.

From these data, it is now clear that formate
was responsible for the inhibition of methanogene
sis in the mixed culture CB (Table 1); clearly.
further studies need to be carried out on the
inhibitory role of formate on anaerobic fermenta
tions.
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2.4. Production de méthane à partir
du formate par une association syntrophique entre
Methanobacterium bryantii et Desulfovibrio vulgarise
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INTRODUCTION.

Deux hypothèses sur le rôle du formate ont été formulées
précédemment. La première relative au rôle inhibiteur du formate sur
la réaction acétoclastique réalisée par les bactéries du genre
Methanosarcina, hypothèse que nous avons démontrée, la seconde
relative à la possibilité d'un transfert interespèce d'hydrogène à
partir du formate, entre une BSR et une méthanogène. C'est cette
dernière hypothèse qui est vérifiée et démontrée dans l'article
suivant.

A cet effet, une BSR a été couplée avec une méthanogène
hydrogénophile non utilisatrice de formate, en présence de formate
comme seule source de carbone et d'énergie.
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l\1ethane Production from Formate by Syntrophic Association of
MethanobacteriLl/n bryantii and Desulfovibrio vLllgaris JJ

JEAN·PI~RREGUYOTt· AND ALAIN BRAUMAN
Lah"raroir/! de Microbiologie and insrirllf Français de Ru'herche Scienrifique pour le Df!velnppemenr en Coopirarion.

Uni~'usiri de Provence. IJJJI Marseille Ced/!.'C. Frunce

Rcccivcd 15 May 191161Accepled 19 Scplcmbcr 19116

Coculture of a suJrate·reducing bacterium, when grown in the absence of added sulfate. wlth
JIerhunobaclerium br)'anrii, which uses only Hl an'd CO, for methanogenesis. de~r:1ded formate to CIL. A pure
culture of Desu/fo\'ibrio vu/garis JJ was able to produce small amounts of Hl' Such a syntrophic relalionship
might provide an addilionaJ way to avoid rormatc: accumulation in anaerobic en\'ironments.

Il was previoL!sly shown that fonnate can inhibit the
acetoclastic reaction in the presence of Merhanosarcina
burkaj '227 or lvJerhanosarcina barkeri subsp. rhermophi/a '
()1. ln the same pape:r. a hypothesis was postulated thaf
formale could be lr.olnsforme:d to CfL in sulfate.depleted
environmems through interspecies hydrogen transfer.

Sulfate·reducing bacteria (SRB) cannot use: formate as an
energy source without electron Ilcceptors. as for ethano) or
laClal'. The use of ethan\.ll or lactale bv SRB in sulfate·
de:;>kled environmenls is possible only th~ou~h an inlerspe·
CIe:5 hyàrogen Iransc'er 10 prol1uce methane: 13. lOI. This
paper repons thc: proJuclion oC methane: in the: absence of
adued 'iulfale by coupling an SRB with Il hydrogenophilic
baclc:rium unable to use: formale.

Techniques describe:ù by Hung:lle 'c7) and B:lIch et al. Il.
~l were: used throughOUI this study. De.w{flll·ihrio YU/Karis
JJ. Isolal,d from e's-tUarine sediments. was a girl' of W. J.
Jone:.;. L' ni versny of Ge:\.lrgia.."'1 f!rJllInubtlcrl:riwn bryunrii
DSM Sb) was purchased l'rom the DSM Collection.
Goningc:n. Federal Republic of Germany.

D, l'lIlguris JJ was cultivateù nt 37·C in n previously
describeJ medium /ln. except that formate was used as
sUbStrale l:!0 m:-'O with 5 mM sulfate. D. "Il/garis was
im\culaled at the end \.lI' the: e.~pone:ntial phase to obtain the
h.>weSI residual conct:ntration of sulfnte in the inoculum.
.\1t!lhnflllb{/crniil11l brYWllii DSM 863 was cultivaled at 37·C
in medium 1 of Balch e:t al. Cl). in the presence of H~.CO~
(80:20l. .

Ali e.~periments we:re canied out in lriplicate in 6Q·ml
sc:rum boules. each containing 20 ml of the: B:ilch et al. Il)
mc:uium 1 prepareJ wilhout sulfate:. Il W:IS che:cked that
.\ll'rlwl/ohucieri/lm bryal/lii wa's unable: to p,r'yuuce me\hane
from l'ormaIe in ,pure culture unde:r the: expl:rime:OIal condi.
li\.lns usc:J. Formate: was determint:d ,;:olorime:trically" 1I.'i

Jescribc:d by Lang and Lang (9). Liquiù sample:s 10.5 mil for
'formate :1naly~is we:re: re:move:d ase:ptically'. :iddified with 10
I-li of H,PO~ 150"ë). anJ I:entrifuge:d atl:!.OOO lê "for 10 min..
~lc:lh"nc: was anal~'ze:J :1S previously dC'Icribe:d 16). Hydro
gc:n \Vas anJI~·zed. \,\, ilh a Girdel chrom:1togr:1ph e:quippe:d

o C\lfr~'p,\nJinl1 author.
1 Pr~'cnt :lJJre~~:, L' niv.:niJali .~uton~'ma Melropolitanll

Ill;II":JI:lpa. O.:partame:ntu J~ Hi,Ile:<:n,\lo~ia. ILlap;llapa. lN3.w l'tIc li 0

Il:ù OF.

with a thermal conductivity detector. using a 1.8Q..m
Carbosphere /60/80 me:sh: Interchim. Francel column oper·
ated at 85·C. Gas sampling was done with a gastight pressure
lock svringe,

Aft~r 90 1'1 of incubation. D. ,·u/garis. when inoculaled in:l
medium without sulfale but in the presence ,of formate.
produced 3.; ....mol of H! per ml of liquid phase without any
deu:cuble growth. This value was very low compared with
the theoretical amounl ,)i hvdroRen (F?5 mmoll which could
be evolved from the adde'd fo~ate. The coculture of D.
"U/IlIITi,{ and ''''I~rllanohucl~rium b"'anrii produced methan~

from formate (Fig. 11: in pan 1 of Fig. 1. 17.5 mmol of
formate was convene:d tO ~.S ....mol of CH~ per ml of liquid
ph:l,se al'ler 40 h of incubation. The yield. compared with the
expected methane production 14HCO~- - lCH~). was 579'.
The hvdrollen needed to"prodUce this amount or meth:ln~

was Hi I-lm~lImJ of liqulU ph:l..~e. calculated from the equation
4H! - HCO) - .;- H· - CH~ + 3H~O (BI. This W:lS muc.h
higher than the amounl of hydrogen produced by D. ",,/guru
alone. After 80 h of im:ubation. 17.5 mmol of formate was
added lFig. 1. pan Il). and ~O h later ail fonnate had been

,

>Of

~ 5

~ 4
IS ë5

~ ~:;;J..fi '0

i'
!f 5 001

::1:1
U

0 ISO

FIG. 1. Me:lhano: proJuction from formale: in Ihe ab~ence "r
:llll.leJ sulfale by Ihe c,)cuhure of D. "ù/I{uris JJ anJ .\1c'rllllnv•
but'/&'rilllll b~·I/llIii. III CH. proJuclion from 17.5 mmol of f.,r~ale
aJJeJ al Ihe: t>':lIinning .,.th.: e:l.pe:riment: III. CH. pruJuclion Irllm
17.' mmol of formaI': aJJ.:J hll h l:lIo:r. S) mbùl~: •. CH.: j..

form.alc.
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SOTES

T, \ BLE l. Dilfere:!! rC;''::h'n~ t>y \\'hieh f'lrmalc: .:an bc
Ir:..n,r,':meJ in .,n;IC:rl,~ic c:n\'inlnOlcnl~

ulilized. produeing 3.5 I-Lmol of methane per ml of Ii'luid
pha~~. dcmonstrating that formate can be /Jsed to produce
melh:Jne through interspecies hydrogen transfer. The level
or CH~ produced. comp:..red with the expected value. was
ï SC:C. The fact lhat this value is higher than the former
perCe!llage of 57% might be due to residu:u sulfate. which
mig.hl divcn a small pan of formate toward sulfate reduction
al lhe beginning of the ex periment.

The results indicale that formate could be convened ta
melhane. by intcrspecies hydrogen lransfer berween SRB
and hvdrogenoohilic 'meth:mol!ens. as fol1ows: (iJ half reac·
lion complëted by SRB. 4HeO:- + 4H~O - 4HeO) - ~ 4H~
UC'" = +5.2 kJ) 113): Iii) half reaclion completed by
M"llwnohacterillm bryanrii. 4H! + HeQ)- + Hf - eH. +
3H,O (tl,C'" = -135.6 kJ): and Cm) sum of these reactions.
4HCO:- .;. H20 ;- H- - eH. ;- 3Heo)- ('~G''' = -130.4
kJl. 5ince formate. Iike hydrogen. can be produced by
vurious mieroorganism~in anaerobic en\·Îronments. then
besidc:s the strategies already known (Table 1). a new one to
prevenl formate buildup would be available. In sulfate
depieted environm'ents. conversion of formate might be
aehic:ved through interspecies hydrogen transfer between
SRB and methanogens-...as for lactate or ethanol (3. 10). ln
such .:n\'iro'nments. methanogens using formate and SRB
coupied 10 methanogens using H: could aet as an efficient
butiering system to pre\'ent formate accumulation. since
formate cun inhibit some aeeticlastic melhanogens (5,. From
:his ~oint of view. the e:({reme spedalization 'of the
.TIH.:rortorii in an anaerobic digestor is remarkabl~: the hydro
een· and formute-using methanogens which could be coupled
lO SRB from one part and the acetielastic methanogens
una!:'k [0 use formate from another part. Sueh a spc:daliza
lÎ\"'n is of great imerest. sinee acetate is the major methane
pn:;;ursor in such cnvironments 1121.

Funhermore. the results described above cauld suppan a
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2.5. comparaison expérimentale de
deux types de digesteurs anaérobies.
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INTRODUCTION.

Les travaux présentés dans les articles suivants, analysent
quelques aspects de la microbiologie des boues granulaires provenant
de réacteurs de type UASB, alimentés avec un milieu synthétique
contenant de l'acétate et du propionate comme substrats. Il apparait
nécessaire de présenter les réacteurs à partir desquels ces boues ont
été prélevées, ce que fait l'article suivant sur une base comparative
avec un autre type de réacteur: le réacteur tubulaire à pellicule
fixée.

Le milieu synthétique utilisé dans cette étude, simule un
effluent ne présentant pas de difficulté particulière dans le cadre
d'un traitement anaérobie. Il a été utilisé pour permettre une étude
comparative des 2 réacteurs mentionnés, afin d'évaluer techniquement
ces deux procédés au laboratoire, avant d'en réaliser l'application
à échelle réelle au Mexique. Ces réacteurs correspondent aux critères
requis pour' une application dans un pays en développement tel le
Mexique: simplicité relative de conception et d'opération,
main-d'oeuvre et maintenance réduite, coûts inférieurs aux
installations aérobies classiques et bilan énergétique positif. La
problématique mexicaine est liée à la crise économique traversée par
ce pays, et au désastre écologique que représente la détérioration
des ressources en eau. En 1985, le Ministère de l'Ecologie et de
l'Urbanisme Mexicain a estimé que 17,5% des 160 m3/s d'eaux
résiduaires rejetées au Mexique recevaient un traitement, dont 9,5%
avec l'efficacité espérée ..•

La comparaison de ces réacteurs nous a permis d'évaluer les
conditions et le temps requis pour leur démarrage. Un des grands
défauts des digesteurs anaérobies consiste en des périodes de
démarrage-_~ès longues, liées à l'adaptation de la biomasse et, dans
le cas qui nous intéresse, au temps de formation des boues
granulaires ou du biofilm. Pour cette raison, l'origine des boues et
la nature de l'effluent employé sont de grande importance.

Les réacteurs étudiés présentent des caractéristiques tout à
fait classiques, et les résultats obtenus lors de ces travaux ont
permis l'installation d'un petit pilote de 110 l, opérant avec les
eaux résiduaires de l'Université Autonome Métropolitaine d'Iztapalapa
(UAM-I) (Mexique). Dans le cadre d'un projet CEE, des pilotes de 5 m3

et de 50 m3 sont en cours d'installation à la UAM-I afin de servir
pour des opérations de démonstration. L'étude que nous présentons, à
permis d'acquérir le savoir-faire de base nécessaire (vis-à-vis des
conditions d'opération) pour leur fonctionnement.
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ABSTRACT.

The Upflow Anaerobie Siudge Blanket (UASB ) and the flxed film
reactors (F.F.) had been compared at the laboratory scale. uslng a
synthetlc wastewater as effluent contalnlng acetlc and proplonlc aclds
as substrates. The UASB reactor developed an hlghly active blomass: 9.3
Kg COD/Kg VSS.d for substrate consumptlon and 3.46 1 CH,/g VSS for
methane production. Such specifie rates Indlcate the reactor was
operated near saturation wlth a hlgh COD removal efflclency (94%). The
determlnatlon of the VSS content of the flxed fi lm reactor allows to
calculate lower rates. Both reactors were able to treat efflclently
thls type of effluent up to volumetrie organlc loads of 15 Kg COD/m3 .d.
The scallng up of both reactors wl Il have to look carefully for an
approprlate 1 IQuid distribution at the reactor bottom.

r 34.4A~
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INTRODUCTION.

The advances performed ln the field of anaeroblc digestion over
the last decade, has transformed thls technique to treat urban and
industrial waste waters, Into an attractive alternative (Speece, 1983).

The number of unlts to process anaeroblcal Iy Industrlal waste
waters has Increased qulckly ln Europe (Hulsoff Pol et !!' 1988; Segura
1983). In Brazl 1 (Vieira and Souza,1986) and Colombla It Is Intented to
applled the avanced anaeroblcreactors to the treatment of urban waste
waters. In Mexico, ln splte of the numerous advantages of these
process, there are very few experlmental works were done wlth them
(Mejla and Magafia, 1986; Monroy and Noyola, 1986; Young et ~, 1987).

This work presents the experlmental results obtalned at
laboratory scale, wlth the fol lowlng anaeroblc reactors: upflow sludge
anaeroblc blanket (UASB) dlgestor and tubular flxed fi lm (F.F) reactor.
These reactors will be fed wlth a synthetlc waste water. These process
fulfll the requlrements for belng applled at Mexico, and they have
proved to be operatlve ln others developlng countrles. However, ln
splte of thelr Industrlal development, It Is stl Il necessary to perform
Intensive research efforts, to understand the complexlty of the
mlcroblal relatlonshlp whlch together wlth reactor design determlne
thelr efflclency. Partlcularly, the production and the control of wei 1
adapted anaeroblc Inoculum Is stl Il a major problem, malnly ln relation
wlth the production of granular sludge and degradatlon of recalcltrant
compounds.

This study Is a part of a larger research program, whlch tries to
deflne an approprlate technology, whlch will be used to face up to the
problem of water pollution ln Mexico.

MATERIAL AND METHODS.

EXPERIUENTALSET-L1P.

The experlment had been performed uslng two reactors of each type
(UASB, F.F.) named: UASB 1 and 2, F.F. 1 and 2 operated at 33·C. The
reactors were made wlth acrl 1Ic columns of 9.6 cm of dlameter and 1 m
of he Ight.

The UASB reactors (UASB 1 and UASB 2) (Fig. 1a) have an useful
volume of 4.5 It. The flxed film reactors (F.F 1 and F.F 2) (Fig. 1b)
were packed wlth PVC tublng (1/2'dlameter) and contalned each 21
tublngs of 67 cm of helght, wlth a relatlonshlp area/volume of 221 m2

1m3
• The F.F. reactors had an useful volume of 4.75 It. The reactors

had been fed uslng perlstaltlc pumps and a synthetlc waste water
contalnlng acetate and proplonate as substrates (Table 1). The gas was
collected ln columns filled wlth an acldlfled brlne .

START-UP.

Two
actlvated

dlfferent Inocula were used: a fresh cow manure and an
sludge from a secondary settler of an aeroblc urban waste
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water treatment plant. The fresh cow manure was used to Inoculate UASB
1 and F.F l, the actlvated sludge was used for UASB 2 and F.F. 2. Both
Inocula were adapted anaeroblcally: the fresh cow manure was allowed to
stay one month ln the Khan et al. (1979) medium, and the actlvated
sludge was processed accordlng-to Arias and Noyola (1987). In both case
2 1 of sleved Inoculum (mesh. 0.96 mm) and 2 1 of synthetlc medium
(Table 1) were Introduced ln the reactors and reclrculated 10 days. At
the end, the F.F. reactors were purged to remove the sludge ln excess.

Table 1. Composition of the synthetlc waste water used to feed the
anaeroblc reactors.

COUPOUNDS

CH3 COONa
CH] CH2 COOH
NH 4CI
NaHC03
( NHd2 SÛt.
K2HPO,
KH2P0J,
CaCI2 ·2H20
UgCl z •6Hz 0
FeS04· 7H20
Ua, Un, Cu, Zn, AI, NI, Co
tap water
COD

OPERATION OF THE REACTORS.

CONCENTRAT ION

5 gll
1 mlll

660 mg/I
600 mg/I
250 mg/I
130 mgll
100 mgll
200 mg/I
100 mg/I

14 mgll

5 to 5.2 g/I

Varlous hydraul le retentlon tlmes (HRT) were appl led from 72 h to
2 h. The fol lowlng parameters were determlned: pH, chemlcal oxygen
demand (COD), gas production and composition, and the sludge volumetrie
Index (svl) accordlng to the manual of Standard Methods (APHA, 1980).
The gas was- anallzed by gas chromatography. The real HRT was
determlnated by a tracers technique (Levensplel, 1972) uslng
bromocresol green and spectrophotometry (617 nm) (Jlmenez et al.,
1988). - --

RESULTS.

The start-up of the four reactors was Inlclated at hlgh HRT,
whlch was decreased after reachlng each tlme the steady state. The
steady state was consldered establlshed when the parameters kept
constant over at least 5 TRH.

The reactors UASB 1 and F.F.l. Inoculated wlth fresh cow manure.
dld not present methanogenlc actlvlty durlng the flrst three months of
contlnuous feedlng. For that reason a very small amount of sucrose (500
mg/I) was added to the synthetlc waste water, ln order to allow
facultative anaerobes to use the dlssolved oxygen, and then to reduce
the redox potentlal ln the reactor. This modification resulted ln a
rapld Increased ln the methane production. reachlng a stable level ln
one month for UASB 1 and two months for F.F.l (Fig. 2). UASB 2 and
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F.F.2 were Inoculated wlth adapted actlvated sludge.
beglnnlng of the start-up wlth the mixture of VFA and
production started Immedlately.

and fed slnce the
sucrose. Blogas

Fig. 3 shows the relatlonshlp between HRT and the efflclency
of COD removal for the 4 reactors. The curves present the typlcal
prof 1le for thls type of work. wlth a good clumplng of the experlmental
data. The efflclency of COD removal keeps constant (94%) over a range
of COD values. but at HRT below 12 hours. the efflclency rapldly
decreased to get a value of 52% at a HRT of 2 hours. Furthermore. In
terms of loadlng rates. the efflclency of COD removal decreases
markedly for organlc loadlng rates superlor to 15 kg COD/mJ.d. at 60 kg
COD/m3 .d the efflclency decreases to 52% (Fig. 4).

The pH at the Inlet of the reactors was 6.5. and at the out let
was of 8.2 for hlgh HRT and 7.8 for HRT below 12 hours. This relatlvely
low pH of the feed dld not affect the efflclency of the process.

The maximum gas production per volume of reactor was 18.3 1/1.d
(at standard conditions) and was reached for the reactor F.F. 1 at a
organlc space loadlng rate of 60 kg COD/m 3 .d. The average methane
content was 52%.

The amount of sludge and the volumetrie Index (svl).
for UASB 2. The reactor contalned 9.73 g of TSS wlth a

46%. the volumetrie Index was 37 ml/g. Wlth a volume
sludge represented 8% of the reactor total volume.

determlned
content of
360 ml the

were
VSS
of

At the end of thls study. the real HRT were determlned ln both
flxed fi lm reactors (F.F. 1. F.F. 2) by uslng tracers. The reactors
were operated at a theorltlcal HRT (space tlme) of 8.7 h. The results
were aJusted to a hydraul le model: J reactors ln series wlth dead-space
and J reactors ln series wlth dead-space and hydraul le short-circuit.
From the experlmental and the aJusted curves (Flg.5). It Is shown that
the real HRTwere markedly lower than the theoretlcal values. whlch
means there Is a hlgh percentage of dead spaces. From the hydraullc
mode 1 whlch flts better the experlmental data for F.F. 2. a great part
of the reactor can be consldered asafected by a short-circuit. At the
end of the experlmental work. In order to determlne the dlsplaced
volume by the accumulated blofl lm. the flxed fi lm reactors were
emptled. The final 1IQuid volumes obtalned ln F.F. 1 and F.F. 2 were
3.35 1 and 2.5 1 respectlvely. At the beglnnlng of the experlment. the
useful volume was 4.75 1 for each reactor. For both reactors. the
blofl lm can be consldered as a dead space. For F.F. 2. the decrease of
nearly 50% of the useful volume can explaln the Important short
circuit.

DISCUSSION.

START-UP.

The methanogenlc bacterla dld not show any actlvlty durlng the
flrst 3 months. probably because the redox potentlal was not
approprlate: no reduclng agent was used ln the feed. The addition of
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sucrose al lows facultative anaerobes to use the dlssolved oxygen. Since
some sucrose was added from the beglnnlng to the reactors Inoculated
wlth adapted actlvated sludge (UASB and F.F. 2), It Is not possible to
state whlch Inoculum Is better to start-up the reactors. Nevertheless,
Welmln et al. (1987) found that the actlvated sludge contalned a great
number or-methanogenlc bacterla (10 /g SS); furthermore, It Is known
that methane production by the rumen Is not based on the acetoclastlc
reactlon, contrarlly to Industrlal anaeroblc dlgestor (Hobson,1982),
and that rumen bacterla have very speclflc nutrltlonal requlrements,
whlch makes dlfflcult thelr cultlvatlon wlthout growth factors. In
another hand, the texture of both Inocula was dlfferent . The fresh cow
manure (ochre color), contalned a great amount of small flbers of very
low denslty whlch were not retalned by the 0.96 mm mesh and whlch flow
out of the reactor durlng the start-up perlod, Increaslng the amount of
VSS and the COD ln the effluent; ln return, the actlvated sludge from
the secondary settler (black color) already presented evldences of
small granules (0.5 mm of dlameter). The partlculate structure of thls
sludge mlght provlde good reslstance to envlronmental changes, such as
oxlgen concentration and redox potentlal. Upon these considerations, It
mlght appear more advlsable to use actlvated sludge as an Inoculum for
anaeroblc reactors.

OPERATION AND EFFICIENCY.

Both types of reactors present slml lar efflclency, then economlc
considerations wl Il make the dlfference ln treatlng concentrated waste
waters. As a matter of fact, the UASB reactor would be more economlc,
slnce It does not reQulre any packlng. This will not be val Id to treat
dlluted waste waters, such as municipal waste waters, at temperatures
below 20D~, ln thls case dlfferences mlgthappear between the two
processes (Noyola et!!, 1988). However, It must be noted that others
selection crlterlons should be taken Into account, such as special
characterlstlcs of the effluent to be treated. In thls respect, Parkln
and Speece (1983) reported a greater reslstance to toxlc compounds for
anaeroblc f-ttter than for stlrred anaeroblc reactors.

BIOMASS co~rENT~

Siudge content ln the UASB 2 was determlned when It was operated
at a organlc load of 9.9 Kg COD/m).d wlth an efflclency of 94X. The
rate of COD removal per kg VSS.d (rx) was calculated: rx- 9.3 Kg COD/Kg
VSS.d. Whlch Is closed to the maximum rate reported by Henze and
Harremoes (1983) (13 Kg COD/Kg VSS.d). This rate Is valld If only the
totallty of the VSS fraction Is composed of 100X active methanogenlc
bacterla. If there are others groups of bacterla, Ilke It occurs when
the feed and Inoculum are complex, the VSS will Include - ail the
dlfferent types of bacterla, thls will reduce the value of rx max to'
approxlmately 1 Kg COD/Kg VSS.d, thls value Is often reported ln the
Iiterature (Lettlnga et~, 1980; Henze and Harremoes, 1983; Kennedy
and Droste, 1986; Wu et ~, 1987). Furthermore, Lin et ~ (1986),
reported a rx max of 17,6 Kg COD/Kg VSS.d wlth a stlrred anaeroblc
reactor feeded wlth a mixture of acetate, proplonate, butyrate (2:1:1).
These authors concluded that the metanogenlc consortium had a rx max
hlgher, when It Is fed wlth a mixture of volatile fatty aclds Instead
of the Indlvldual components of the mixture. In our work, the carbon
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source of the feed allowed the acetogenlc mlcroflora (wlth proplonate)
and methanogenlc mlcroflora (wlth acetate and hydrogen) to grow. The
close syntrophlc relatlonshlp between these 2 groups of bacterla mates
the acetogenlc mlcroflora unable to grow wlthout the hydrogenophl 1Ic
methanogens (Mclnerney and Bryant, 1981). Then, thls strict
Interdependency of the mlcroblal groups of the sludge reactor, mates
possible to admit that both groups of mlcroorganlsms behave as a
methanogenlc whole. The rate of substrate consumptlon found, al lows us
to thlnt that the VSS content was nearly saturated. The speclflc rate
of methane production was 3.46 I/g VSS.d (standard conditions), whlch
permlts to calculate a value of 0.37 1 CH,/g COD removed. This Is
slmllar to the one proposed by McCarty (1964) (0.35 I/gCOO). This
speclflc rate Is hlgher than those proposed ln the 1Iterature for the
acetoclastlc methanogenlc bacterla: 1 1 CH,/g VSS.d (Valcte and
Verstraete, 1983), 3.02 1 CH, 1 g VSS.d (Lawrence and McCarty, 1969).
But ln our study, we must conslder that methane was produced from both
acetate and proplonate (through acetate and hydrogen). A stoechlometrlc
calculatlon based on UASB 2, glve the contribution of each substrate to
the methane production: 71% from the added acetate, 17% from the
acetate produced from proplonate and 12% from the hydrogen, (then 29%
from the proplonate). From what It can be calculated that the
acetoclastlc methanogenlc bacterla account for 3.04 1 of CH, of the
total speclflc rate of methane production, thls value Is slml lar to
that reported by Lawrence and McCarty (1969).

From the prevlous considerations, It can be stated that the
blomass of UASB 2 presented a hlgh methanogenlc actlvlty, and that
nearly 100% of the VSS was an active methanogenlc blomass. This Is ln
agreement wlth one of the characterlstlcs of the UASB reactor, whlch Is
the selection of a hlghly active granular blomass (Lettlnga et !!,
1980).

Wlth respect to the flxed-fl lm reactors, the Immobillzed
blomass can be estlmated Indlrectly by determlnlng the Ilquld volume ln
the reacto~ before the Inoculation and at the end of the experlment.
The calculated blofl lm thlctness for FF1 and FF2 were 1.33 mm and 2.14
mm respectlvely. If we used the superflclal denslty glven by Kennedy
and Oroste (1986) (0.116 kg VSS/m3 ) for a blofllm thlckness of 2.6 mm,
applylng a correction factor whlch conslders the thlckness as dlrectly
proportlonal to the denslty, It Is found a total content of VSS of 62,3
g for FF1 and 100.3 g for FF2. The speculative character of thls klnd
of calculatlons prevents to make deflnltlve conclusions, but can be
used as a base for comparlsons wlth the UASB reactors.

Uslng the last set of data of operation for each flxed film
reactor (fig. 3 and 4):(1) FF1: 60 tg COO/m A 3.d, HRT: 2 h, efflclency:
52.5%; (II) FF2: 31.52 tg COO/m A 3.d, HRT: 4 h, efflclency:68.5% , Il'
was possible to calculate the fol lowlng rx (Kg COO/g VSS.d): 2.37
(FF1), 1.02 (FF2) and the rates of methane production (1 CH Ig VSS.d):
0.73 (FF1), 0.27 (FF2). Accordlng to these values, the flxed film
reactors had accumulated a blomass of low actlvlty. However, tracers
experlments (Fig. 5) shown the existence of numerous dead-spaces and
short-circuits ln these reactors. As a consequence, the real HRTs and
amount of Irrlgated blomass must be Inferlor to the values prevlously
calculated. On thls basls. the speclflc rates of COD consumptlon and
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methane production mlght be greater. taklng Into account only the VSS
fraction of the active part of the flxed film reactors.

Therefore. not only the effluent distribution must be made
properly at the bottom of the UASB reactor (Lettlnga et !!. 1980.
1982). but the same care must be taken for the upflow flxed fi lm
reactors: the canals whlch are formed ln the packlng mater lai generate
dead-spaces and short-circuits. furthermore the gas bubbles produced an
effect of upward pumplng. whlch Increases the posslbl 1Itles of short
circuit.

CONCLUSION.

type of reactors present slmllar and satlsfactory
wlth respect to COD consumptlon at organlc loads up to 15

An hlghly active blomass was obtalned wlth the UASB reactor.
However. efflclencles of the flxed film reactors should be Increased If
a good process design Is used. such as an efficient Ilquld dlstrlbut~on

at the reactor bottom. The reactor packlng favours the formation of
dead-spaces and short-circuits. Economlcal calculations and substrate
speclflclty (e.g. toxlclty) will command the cholse of the process
whlch will be used for a determlned application.
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2.6. Inhibition par le formate de la dégradation anaérobie de
l'acétate par des boues granulaires.
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INTRODUCTION.

L ' inhibition par le formate, de la réaction acétoclastique
réalisée par les méthanogènes, a été démontrée avec des cultures
pures de bactéries. Pour que cette étude ait un sens pratique, il
fallait démontrer sa validité au niveau d'un consortium complexe et
naturel de bactéries: nous avons utilisé les boues granulaires d'un
réacteur UASB décrit précédemment. En effet, étant donné la présence
de différents systèmes microbiens pouvant potentiellement empêcher
l'accumulation de formate, auxquels nous avions fait allusion lors de
l'article sur le transfert interespèce d' hydrogène à partir du
formate, et l'insensibilité présumée des bactéries du genre
Methanosaeta à ce type d'inhibition, il n'est pas à priori certain
que les boues de digesteurs anaérobies puissent être affectées par
cette inhibition.

Néanmoins, les résultats que nous avons obtenus démontrent au
niveau des boues granulaires, que l'acétoclastie est inhibée par le
formate.

Par ailleurs, le calcul du ~ apparent de ces boues vis-à- vis
du formate, comparé a celui de Methanobacterium formicicum, montre un
affinité très faible des boues pour le formate. Ce qui dans le cas de
l'effluent utilisé (mélange d'acétate et de propionate), ne concorde
pas avec l'hypothèse du transfert interespèce de formate présentée
lors de l'étude bibliographique, étant donné que l'oxydation
anaérobie-du propionate aurait du sélectionner une population de
bactéries méthanogènes ayant une certaine affinité pour le formate,
si l'on postule la validité de cette théorie.
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SUMMARY: Granular sludge from an UASB reactor fed wlth VFA
showed a very low afflnlty for formate whleh provlde Iittie
support ~6 the theory of Interspecles formate transfer. It Is
shown that formate can Inhlblt Acetate degradatlon by anaeroblc
sludge.

INTRODUCTION:

Formate has an Important role ln the anaeroble degradatlon
of organlc matter, as one of the major products of fermentative
reactlons (Guyot and Brauman, 1986), and as one of the main
substrates for methanogenlc bacterla (Balch et al, 1979). The
maJorlty of the hydrogenophl Ile methanogens-WhTëh cannot use
acetate as· energy source, can use formate as the other
substrate for methane production (Guyot and Brauman, 1986).
Hydrogen Is known to Inhlblt methanogenesls from Acetate by
some acetoclastlc methanogens of the Methanosarclna type
(Ferguson and Mah,1983) but not wlth the Methanothrlx type
bacterla (Zehnder et al, 1980). Furthermore Guyot (1986) shown
that formate can Inhlblt methanogenesls from Acetate ln pure
cultures of Methanosarclna barkerl 227 and Methanosarelna
thermophlla. However the possible Inhlbltory effect of formate
on the acetoclastlc reactlon by sludge from anaeroblc reactors
remalned to be Investlgated.
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MATERIALS AND METHOD:

UASB reactor: a 4.5 litre UASB reactor was contlnuously
fed durlng one year wlth a mixture of acetlc (3.5 g/l) and
proplonlc (1 g/l) aclds as carbon and energy sources, ln the
fol lowlng salt medium (mg/l):
NH 4HCO) (1000), NaHC03 (600), (NH4)2S04 (250), ~HP04 (130),
CaCI 2 .2H 20 (200), MgC1 2 .6H20 (10), FeS04 .7H20 (14), (NH4)6M~~4'

4H 2 0 (10), MnCI 4 .H20 (1), CuCI.2H20 (0.1), NICI.6~O (0.2),
CoC1 2 .6H 20 (0.06).

Experimentai techniques: anaeroblc techniques as descrlbed
by Hungate (1969) and Balch ~ ~ (1976) were used throughout.

Experlments: klnetlc experlments were run ln 60 ml serum
bottles whlch contalned each 10 ml of granular sludge and 10
ml of the same minerai solution used for the reactor. The
granular sludge (1 mm to 2 mm) was sampled 24 hours before the
beglnnlng of the experlments, and allowed to stay under vacuum
ln the pre-chamber of an anaeroblc hood (Mc Coy), to al low the
consumptlon of resldual substrates from the reactor and
accelerate the gas removal. Effectlvely, 24 hours later,
controls run wlthout substrate Indlcated no detectable acetate
or proplonate. At the beglnnlng of the exp~rlment (tlme 0),
concentrated stock solutions of acetate and (or) formate were
InJected Into the serum bottles. 'For the Inhibition
experlments, for a constant acetate concentration, dlfferent
formate concentrations were added at the same tlme. For the
determln~~lon of the apparent saturation constant (K'm) of
formate, dlfferent formate concentrations were tested as
substrate. From the tlme-course of formate methanogenesls at
dlfferent concentrations, a doble recIproca1 plot was used to
calculate K'm. Experlments were run ln trlPllcate.

by gas
and a
mesh) .

to the

Analytlcal techniques: acetate was
chromatography uslng a flame lonlzatlon
sta 1n 1ess s·tee 1 co 1umn packed w1th Porapack
Volatl le Suspended Sol Ids (VSS) were analyzed
standard methods (1980),

analyzed
detector
Q (80-100
accordlng

RESULTS AND DISCUSSION.

Determination of the klnetlc parameters for formate
methanogenesls by the granular sludge, gave the specifie rate
of formate degradatlon (Asp) as 3 mmol/g VSS.h and a K'm of 11
mM. These values compared to those found by Schauer et al
(1962) for·Methanobacterlumformlclcum (Asp: 37 mmol/g vss.~
K'm: 0.66 mM) show that the UASB reactor had selected a very
poor formate uslng mlcroblal population, probably because the
reactor was excluslvely fed wlth acetate and proplonate. Thus
the sludge mlght be enrlched wlth hydrogenophl 1 le methanogens,
acetoclastlc methanogens, and obllgate hydrogen produclng
acetogens. We must conclude, ln vlew of the klnetlc data, that
the se 1ected hydrogenophll le methanogens present Iittie
afflnlty for formate and are malnly unable to use formate. This
observation and others publlshed elsewhere (Guyot and Brauman,
1986) do not support the theory of Interspecles formate
transfer descrlbed by Thlele and Zelkus (1988), slnce ln that
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case our reactor would also have se 1ected a
population able to use formate efflclently.

mlcroblal

The effect of dlfferent formate concentrations on the
acetoclastlc reactlon was determlned and the maximal rate of
acetate consumptlon for each curve (Table 1) was calculated by
double reclprocal plot from each point of the curves 1/V
f(1/5) :

formate

o

5

50

100

vm

mmol acetate/I.h

3.02

2.50

2.31

2.05

standard devlatlon

0.25

0.10

0.07

0.13

Table 1. Effect of dlfferent formate concentrations on the rate
of acetate degradatlon, for the same Initiai acetate
concentration (8.5 mM) (trlpllcate experlments).

Clearly table 1 demonstrates the Inhlbltory effect of
varlous formate concentrations on acetate degradatlon. at 100
mM the maximal rate (vm) Is decreased by one thlrd. This
conflrms--wlth anaeroblc sludge the experlment performed wlth
pure cultures of Methanosarclna (Guyot, 1986) and adds new
perspectives ln the field of the Inhibition of anaeroblc
digestion. 51nce formate, Ilke hydrogen, Is a major product of
the flrst step of anaeroblc degradatlon of organlc matter, and
neverthet~s the sludge capaclty to use formate Is low, as we
descrlbed. we suspect that formate accumulation ln sucn a
dlgester may cause elthera decrease of reactor performances or
a dlgester fallure. Another Interestlng observation made by
6elay et al (1986), Is the Inhibition between pH 5.8 to 6.2 of
both -growth and methanogenesls of Methanococcus
thermollthotrophlcus grown on H2 -C02 ln pres~nce of formate; It
would be valuable to deflne the extent of such an Inhibition
wlth other hydrogenophl 1 Ic methanogens. We note that formate
mlght not be Inhlbltor of the Methanothrlx type of bacterla,
slnce they have a formate dehydrogenase and the hydrogen
evolved by formate breakdown does not Inhlblt them (Zehnder et
~, 1980). Thus the effect of formate or hydrogen on thë
acetoclastlc reactlon ln anaeroblc reactors mlght greatly
depend on the relative proportion of Methanosarclna and
Methanothrlx. Therefore, there Is a double Interest to look for
the enrlchment of a dlgester sludge wlth Methanothrlx, because
of Its hlgh afflnlty for low acetate concentrations and Its
potentlal reslstance to Inhibition by el~her hydrogen or
formate. In the future the deflnl~lon of an Index whlch would
characterlze the ratio Methanosarclna/Methanothrlx for a
sludge, mlght help to forecast the abl litY of an anaeroblc
reactor Inoculum tQ be Inhlblted by elther formate or hydrogen
at the level of the acetoclastlc reactlon.
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2.7. Evolution des activités et populations microbiennes
de boues granulaires provenant d'un réacteur UASB.
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INTRODUCTION.

L'étude de cultures mixtes définies nous à permis d'étudier
l'utilisation d'acides gras volatils dans des conditions bien
précises. Après avoir étudié cet aspect, il nous a paru comme étant
complémentaire et nécessaire de s'interroger sur la nature des
activités microbiennes au sein d'une population naturelle, comme
celle composant les boues granulaires d'un réacteur UA8B.

Ceci amène à envisager le problème à différents niveaux:

- qu'elles sont les limitations liées aux problèmes de transfert de
masse, sur les cinétiques d'utilisation de substrats tels l'acétate
ou le propionate par les boues granulaires?

- est-il possible d'apprécier l'évolution de ces activités au cours
du temps et d'en tirer des conclusions?

qu'elle est la proportion relative des différents groupes
microbiens composants ces boues, et de qu'elle manière exprimer les
résultats des numérations, quand on se rend compte de l'hétérogénéité
qui existe dans la littérature.

L'article présenté aborde chacun de ces aspects, et met en
évidence la difficulté pratique d'effectuer l'analyse cinétique
d'utilisation de substrats par des boues granulaires, en raison
principalement des problèmes de diffusion et d'adsorption du
substrat.
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SUt.4t.4ARY.
Wlth granular sludges grown ln an UASB reactor fed wlth a mixture

of acetate and proplonate, It Is shown that (1) growth of proplonate
utl 1Izlng bacterla Is responslble for the Increase of the VSS content
of the granular sludge, acetoclastlc mlcroflora dld not growor Iittie.
(II) there Is not a stolchlometrlc relatlonshlp between substrate
removal and observed methane production, and (III) contrary to the
common practlce the best way to present data on bacterlal
concentrations ln sludges Is: bacterla/g VSS, whlch will provlde a
rellable basls for comparlsons between dlfferent works from varlous
authors.

INTRODUCTION.
The Upflow Anaerobie Siudge Blanket (UASB) reactor Is a weil

establlshed process for the anaeroblc treatment of varlous klnd of
waste waters (Lettlnga et al., 1980). Its good performances depends on
the fo1'matlon of a bed of wei 1 settllng and hlghly active granular
sludge, wlth a low sludge volumetrie Index (SVI) and a hlgh
methanogenlc actlvlty (Lettlnga et al., 1980). This klnd of anaeroblc
reactor mlght be an economlc--way for treatlng waste waters ln
developlng countrles (Noyola et al., 1988) If means are avallable to
deal wlth the Inoculum. Unfortunately, ln splte of numerous studles,
there Is still a need for basic Information on the characterlzatlon of
the parameters that control the granulation of the sludge and Its
mlcroblal composition. Such data are Important for the optlmlzatlon of
anaeroblc reactors operation and start-up.

ln thls paper some aspects of anaeroblc mlcroblal populations of
granular sludge from an UASB reactor are dlscussed. partlcularly
substrate consumptlon actlvltles and mlcroblal composition.

t.4ATERIAL AND UETHODS.
UASB reactor. A 4.5 liter reactor was Inoculated wlth actlvated

sludge col lected from a qulescent anaeroblc zone of an aeratlon tank of
a municipal waste water treament plant, thls sludge had a hlgh minerai
fraction (73X of TSS) due to small partlcles and grlt. The reactor was
operated for a year at 35·C. at an hydraullc retentlon tlme of 2 days.
performlng a 9DX COD removal wlth a synthetlc waste water contalnlng
acetlc acld (3.5 g/l) and proplonlc acld (1 g/l) as energy and carbon
sources, and a salt medium prevlously descrlbed (Noyola et ~. 1988).
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Experimentai conditions. The anaeroblc technique of Hungate (1969)
and Balch and Wolfe (1976) was used throughout thls study to prepare
the cultlvatlon media; a gasslng manifold (Balch et al .• 1979) and an
anaeroblc chamber were used for the operation -of---Inoculatlon and
addition of the substrates. Sodium suif Ide was used as reductant.

Klnetlcs experlments. The sampled granular sludge (1 mm to 2 mm of
dlameter) was al lowed to stay 24 hours under vacuum. In the air lock of
the anaeroblc hood. In order to al low the resldual substrates to be
blologlcally removed and to allow the gas produced to escape more
easlly; then. the sample was flushed wlth nltrogen. Controls contalnlng
no substrate only showed a resldual methane production. once. Inslde
the anaeroblc chamber. 10 ml of sample were dlstrlbuted per serum
bottle (60ml) whlch already contalned 10 ml of a m~neral solution
(Noyola et al .• 1988). At tlme zero of the experlments. the substrates
were added~ known excess. In order to be ln saturatlng conditions.
Each experlment was run ln dupllcate and Incubated at 35°C.

Bacterla counts. The anaeroblc bacterla were quantlfled uslng the
most probable number (UPN) technique wlth 5 tubes per dilution; sludge
granules were dlspersed ln the anaeroblc chamber uslng a Potter. For
the OHPA bacterla (Obi Igate Hydrogen Produclng Acetogenlc Bacterla) the
same culture media as for methanogenlc bacterla were used. except for
the sulfate salts whlch were changed for chlorlde salts. Siudges for
klnetlcs experlments and bacterlal counts were sampled at the reactor
bot tom.

Analytlcal techniques. Total suspended sol Ids (TSS) and volatile
suspended sol Ids (VSS) were determlned ln dupllcate uslng Standards
Methods (1976). Acetate was analyzed by gas chromatography. uslng a FID
detector and a stalnless steel column packed wlth Porapack Q (80-100
mesh). Uethane was analyzed uslng the sarne conditions as acetate but
the sampi Ings and Injections were made by means of a Hamilton pressure
lock syrInge.

RESULTS AND DISCUSSION.
Two series of experlments were performed durlng an elght month

perlod.-~he flrst one was run 3 months after the start-up of the UASB
reactor. Tlme-course of methane production from acetate and proplonate
were recorded (Fig. 1) and the klnetlc parameters were calculated
(Table 1. 1st series).

~o

E

o 5

HOURS
10

Fig. 1. tlme course of methane
production from acetate (tt) and
proplonate (II) by granular
sludges. 3 months after the UASB
reactor start-up.
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The maximum veloclty (Vmax) and specifie actlvlty (Asp - Vmax/V55)

of methanogenesls from acetate Is hlgher than the parameters calculated
for proplonate (Table 1, 1st series). Lower actlvltles were calculated
by Dolflng (1985): 0.3 to 1.14 mmol/g V55/h for the acetate and 0.36 to
0.42 mmol/g V55/h for the proplonate. This author also observed that
the actlvlty of the acetoclastlc mlcroflora Is hlgher than that of the
proplonate users. The granular sludge used by Dolflng (1985) were
sampled from an Industrlal UA5B dlgestor (Hoi land), fed wlth waste
waters from a sugar beet processlng plant. We can see that the results
obtalned from two dlfferent geographlc areas (temperate and tropical)
and two dlfferent types of effluent are ln the sarne order of magnitude.
Some dlfferences would be expected malnly ln relation wlth the orlgln
of the Inoculum.

Table 1. Klnetlc parameters for methane production by granular sludge.

50 T55 VS5 Vmax Asp Vmax/g T55
mu g/l " mmol/i/h mmol/g V55/h nvnol/g T55/h

Acetate:
1st series 7.8 28.4 27 10.8 1.4 0.38
2nd series 11.7 13 53 6.4 0.9 0.49

Proplonate:
1st series 5.4 28.4 27 4.3 0.55 0.15
2nd series 10 13 53 4.5 0.64 0.35

Eleven months after start-up, ln order to study the sludge
evolutlon, the same parameters were measured ln a second series of
experlments. The tlme-course of experlments Is presented ln Fig. 2 and
the calculated klnetlc parameters ln Table 1, 2nd series. The
methanogenlc actlvlty from acetate remalned greater than that from
proplonate. The V55 fraction Increased twlce from 27 " to 5~ (" T55)
and the Vmax calculated per gram of T55, Increased 1.3 tlmes wlth
acetate-~d 2.3 tlmes wlth proplonate as substrates. Then, on the basls
of proportlonallty between mlcroblal blomass and Vmax, the Increase ln
VSS (%T55) can be related wlth the Increase of the Vmax (per g T55) of
proplonate degradatlon.The Increase of blomass can malnly be explalned
by the growth of the population of the proplonate-uslng bacterla: the
Increase of methanogenlc specifie actlvlty wlth proplonate, together
wlth the decrease of the actlvlty wlth acetate, are also arguments that
support thls observation, slnce those values are calculated per gram of
VSS as a whole (acetoclastlc plus OHPA blomass). This Implles that the
acetoclastlc mlcroflora dld not growor Iittie. To date, scarcely
anythlng Is avallable about physlology of complex anaeroblc mlcroblal
populations wlthln anaeroblc reactors, even If efforts are made to
understand them on the basls of Indlvldual propertles of deflned
mlcroblal groups. In the case of the acetoclastlc bacterla·~, the
hypothesls Is made that they could be present under a physlologlcal
state correspondlng at an uncoupllng between growth and energy
metabollsm, slnce acetate consumptlon Is accompllshed ln our reactor
apparently wlthout slgnlflcant growth. In anaeroblc digestion thls
phenomenon mlght be very Important, because one of the great advantages
of thls process Is the generatlon of small amounts of sludge whlch Is
general Iy attrlbuted to the slow generatlon tlme of anaeroblc bacterla.
ln vlew of the former results, we emltt the hypothesls that uncoupllng
energy production and growth would also act ln favor of a low blomass
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generatlon wlth active metabol le propertles ln anaeroblc reactors .
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Fig. 2. Klnetlcs of acetate
consumpt Ion (0,.) and methane
production from acetate (~/~)

and proplonate (II )
(dupllcate experlments) by
granular sludges. 11 months
after the UASB reactor start
up.

Oolflng (1985) has calculated degradatlon actlvltles of acetate
and proplonate from the curves of methane production. In order to
characterlze the mass transfer 1 Imitations of the substrate ln the
granular sludge. However, ln hls study the mass transfer limitations
of the methane evolved from the blomass wlthln the granules to the
atmosphere. was Ignored. In case that gas transfer limitation exlsts.
It mlght not be accurate to calculate substrate degradatlon ln the
1IQuid pnase from evolved methane data, slnce the observed klnetlcs of
both substrates removal and methane production could not be correlated.
Taklng Into account these considerations. the acetate degradatlon
parameters were determlned from the curve of acetate consumptlon (Fig.
2), In-_-:arder to know If the methane production was stochlometrlcally
related wlth the substrate removal. The Vmax. Asp and apparent cons~ant

of afflnlty (K'm) were calculated uslng the followlng Ilnearized
Mlchaells-Menten equatlon: (In So/St)/t - (-1/K'm) x (So-St)/t +
Vmax/K'm. where S Is the Initiai (0) or tlme (t) acetate concentration
(Robinson and Characklls. 1984). The calculated Vmax were 9.5 mmol/i/h
(Table 2) for the acetate degradatlon and 6.4 mmol/i/h for the methane
production (Table 1. 2nd series). so there Is a dlfference of 48.4%
between the two parameters. Furthermore. whereas acetate qulte
desappeared after 3 hours. a si Ight methane product Ion 1s st III
reglstered durlng one hour more (Fig. 2). This could be explalned by
the presence of tlny gas bubbles that remaln stuck to the granules.
after substrate desappearance. and by the consumptlon of remalnlng
acetate adsorbed onto the granules. Wlthout gas transfer limitation the
Vmax calculated ln both cases must be equal (accordlng to 1 mol Acetate
---> 1 mol CH4) , but as we can note. In the case of granular sludge
thls phenomenon should be taken Into account slnce the Vmax are qulte
dlfferent between acetate degradatlon and methane production. Then, It
must be concluded that wlth granular sludge. It Is not correct to
perform klnetlcs studles of substrate consumptlon only on the basls of
methane production.

A K'm value for acetate of 1.3 mu was found. whlch Is sllghtly
hlgher than those calculated by Oolflng (1985) wlth granular sludges
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(Table 2). Kaspar and Wuhrmann (1978) wlth a completely stlrred
conventlonal dlgestor found a K'm of 0.32 mu (Table 2). The Km of pure
cultures of acetoclastlc bacterla are 0.7 mu for Uethanothrlx
soehngenll (Huser et~. 1982). 1.2 mu for Uethanothrlx concl 1Il
(Patel. 1984) and 0.5 mu for Uethanosarclna barkerl (Smith and Uah.
1978). This means that the dlfferent values found by the varlous
authors wlth anaeroblc sludges are of the sarne order of magnitude as
those calculated for the pure cultures of methanogenlc bacterla.

Table 2. Klnetlcs pararneters of acetate degradatlon by granular
sludge. (*) Oata calculated ln mmol/g VSS/h. from values ln
umol/g VSS/mn ln the clted reference.

thls work conventlonal Industrlal UASB
UASB 4.5L reactor Oolflng (1985)

Kaspar et !!..:... 1978

Vmax,Ac 9.5 0.63
mmol/I/h
Asp,Ac 1.4 0.3 a 1.14(*)
mmol/g VSS/h
K'm mu 1.3 0.32 0.5 a 1

ln order to characterlze the dlfferent mlcroblal populations of
the granular sludge. the anaeroblc bacterla were counted (Table 3). It
Is found that acetoclastlc bacterla represents 30 X of the
hydrogenophlilc bacterla.

Table 3. Quantification of the dlfferent mlcroblal groups ln the
granul~r sludges. E Is for exponent of 10. 1: thls work. Il
Oolflng et ~' 1985. III : Oubourguler et ~. 1987.

Number of mlcroorganlsms
per 9 VSS per ml

Fermentative bacterla
Acetoclastlc methanogens
Hydrogenophlilc methanogens
OHPA: proplonate users

1
3.E6
3.E5
1.E6
2.E5

1
2.E7
3.E6
1.E7
6.E6

Il
1.E10
1.E8
1.E9
1.E7

III
1.E9

2.5.E9
2.5.E9
2.5.E8

ln our reactor, the hlgh fraction of hydrogen-uslng methanogenlc
bacterla Is explalned by thelr role ln the syntrophlc association wlth
proplonate users. Futhermore. It has been demonstrated that
methanogenlc acetoclastlc ~acterla evolved molecular hydrogen (15 Pa)
when uslng acetate (Lovley and Ferry. 1985); then. we can expect that
thls hydrogen may acts as another substrate source for hydrogenophl Ile
bacterla ln anaeroblc reactors. slnce a very tlght relatlonshlp exlsts
between these bacterla ln a granule.

Dubourguler et ~ (1988) and Oolflng et ~ (1985) made counts by
the UPN method uslng 3 tubes per dilution whlch makes dlfflcult any
comparlson wlth our counts (5 tubes per dilution); furthermore. thelr
data are reported as bacterla/ml. whlch Is dlfflcult to Interpret ln
the case of sol Ids as granular sludge: the amount of sludge (TSS) that
can be taken out from a sarne reactor between two dlfferent sampllngs
can vary markedly. slnce It Is dlfflcult to control the volume of
1IQuid whlch run out ln the same tlme wlth the sludge. Uoreover. VSS
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concentration ln the sludge bed May vary wldely for dlfferent reactors.
preventlng comparlsons between them. In our laboratory. we often
observed that two samples taken out from the same reactor at very short
tlme Intervals gave dlfferent results ln term of bacterla/ml but same
counts as bacterla/g VSS. Table 3 glves us an Idea of such a dlfference
when the counts are calculated as bacterla/ml or bacterla/g VSS. Wu et
al. (1987) reported data as bacterla/ml and bacterla/g Suspended
Sol Ids. whlch goes ln the sense of our assumptlon. Nevertheless. they
dld not report counts as bacterla/g VSS. Since the VSS content of a
sludge Is used as an Indlcator of blomass and to express most of the
operation parameters of anaeroblc reactors. It mlght appear more useful
to report bacterlal counts as bacterla/g VSS.
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3. Discussion générale.
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3.1. Le transfert interespèce d'électrons.

Des cultures mixtes définies capables de produire du méthane à
partir du saccharose, du xylane et du propionate ont été élaborées.
L'étude de ces cultures mixtes à été prolongée par celle
d'associations microbiennes naturelles: les boues granulaires d'un
réacteur de type UASB. Nous avons pu ainsi mettre en évidence des
phénomènes nouveaux, concernant l'écophysiologie de la digestion
anaérobie.

Lors de l'étude de la culture mixte définie composée de
Escherichia coli, Acetobacterium woodii, Desulfovibrio vulgaris,
Methanobacterium formicicum et Methanosarcina barkeri (Jones et al,
1984), la posibilité d'un transfert interespèce d'hydrogène entre ~
coli et les méthanogènes hydrogénophiles a été démontrée. Ce
transfert interespèce d' hydrogène a pu également être obtenu en
utilisant ~ barkeri comme bactérie hydrogénophile non-utilisatrice
de formate. Ce type de transfert interespèce d'électrons avec une
bactérie du genre Methanosarcina a aussi été étudié par Traoré et al
(1983), en utilisant comme donneur d'hydrogène Desulfovibrio
vulgarise De plus, la possibilité d'un transfert interespèce
d'hydrogène entre une bactérie sulfato-réductrice et une méthanogène
hydrogénophilie non utlisatrice de formate (Methanobacterium
bryantii), démontrée dans cette thèse (Guyot et Brauman, 1986), liée
aux mesures des paramêtres cinétiques d'utilisation du formate par
des boues granulaires (Guyot et Ramirez, 1989), sont autant de faits
aj outés a-wc précédents qui ne correspondent pas à la théorie du
transfert interespèce de formate, émise par Thiele et Zeikus (1988)
et reprise par Boone et al (1989). Car dans aucun des cas cités, un
transfert interespèce de formate ne peut être envisagé pour expliquer
la relatiQo-syntrophique qui s'établit entre les bactéries donneuses
et acceptrices d'électrons, à moins que la bactérie donneuse
d'electrons soit capable de mobiliser deux systèmes de transfert
différents qui s'expriment parallèlement ou alternativement selon la
bactérie acceptrice d'électrons. Il est en effet troublant que les
calculs de Boone et al (1989), basés sur l'hypothèse du transfert
interespèce de formate, prévoient une production de méthane dans les
digesteurs en meilleure concordance avec les valeurs observées
expérimentalement, que les calculs effectués sur la base d'un
transfert interespèce d' hydrogène. Par ailleurs, ces auteurs ont
déterminé l'existence d'une formate déshydrogénase (FDH) chez
Syntrophomonas wolfei dont ils n'ont pas étudié le fonctionnement, et
les bactéries du genre Desulfovibrio sont aussi pourvues d'une FDH
dont la localisation est périplasmique (Peck Jr., 1984). Néanmoins,
malgré la présence de ces enzymes, aucune preuve tangible n'a été
apportée sur l'existence d'un transfert interespèce de formate: les
expériences de Thiele et Zeikus (1988) ne permettant pas de conclure
affirmativement. Alors que Boone et al (1989) déterminent par dosage
une concentration d'hydrogène dans la phase liquide de l'ordre de 63
nM, lors d'une expérience mettant en présence une co-culture
syntrophique dégradant le butyrate, et qu'ils calculent selon les
lois des équilibres chimiques que cette concentration devrait être en
équilibre avec 16.3 uM de formate, il apparaît surprenant que les
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mêmes auteurs n'aient pas cherché, pour confirmer leur hypothèse, à
analyser par dosage le formate qu'ils prétendent être présent dans le
milieu. Par ailleurs, aucune contre expérience plaçant la même co
culture dans un milieu contenant du butyrate, avec une concentration
initiale de formate élevée pour rendre la réaction de transfert
interespèce de formate thermodynamiquement défavorable, n'a été
effectuée. Car de la même manière qu'une forte pression partielle en
hydrogène inhibe la dégradation des acides gras volatils, une
concentration de formate supérieure à 1 mM (selon les calculs
thermodynamiques de Boone et al, 1989) devrait inhiber celle du
butyrate. si l'on tenait cette dernière supposition pour valide, la
courbe biphasique de méthanogénèse obtenue avec la tri-culture:
Cellulomonas, Desulfovibrio vulgaris et Methanobacterium formicicum
cultivée avec du xylane comme substrat, en absence de sulfate,
(Guyot, 1986) pourrait effectivement s'expliquer par une inhibition
de l'oxydation de l'éthanol dûe à une accumulation de formate lors de
la première phase. Le formate, durant cette phase, serait consommé
par la méthanogène, et une fois l'inhibition levée, l'oxydation de
l'éthanol pourrait avoir lieu par transfert interespèce de formate
lors de la seconde phase. Lors de la rédaction de cet article (Guyot,
1986), l'hypothèse du transfert interespèce de formate n'avait pas
encore été émise, et deux autres hypothèses pour expl iquer ce
phénomème biphasique avaient été avancées:

- la première étant l'oxydation du formate par M. formicicum lors de
la première phase, empêchant cette bactérie d'établir simultanément
un transfert interespèce d'hydrogène avec la sulfato-réductrice pour
l'oxydatiGn de l'éthanol qui ne pourrait se produire que lors de la
seconde phase, une fois la méthanogène rendue disponible,

la seconde étant l'utilisation du formate par l'association
bactérie s~lfato-réductrice/bactérieméthanogène, sur la base d'un
transfert Tnterespèce d'hydrogène lors de la première phase, suivie
de l'oxidation de l'éthanol lors de la seconde phase. La vérification
de cette seconde hypothèse a néanmoins permis de démontrer par la
suite, la possibilité d'un transfert interespèce d'hydrogène entre
une sulfato-réductrice et une méthanogène à partir du formate (Guyot
et Brauman, 1986).

Une autre conséquence du transfert interespèce de formate serait
celle au niveau de la théorie du recyclage de l'hydrogène (hydrogen
cycling) de Odom et Peck (1984), chez les bactéries
sulfato-réductrices. Cette théorie consiste en un transfert
d'hydrogène entre une fermentation cytoplasmique du substrat et une
chaine respiratoire membranaire, se traduisant par une production
d'hydrogène diffusant au travers de la membrane et sa réoxydation par
une hydrogénase membranaire couplée au cytochrome C3, ce qui créerait
un gradient de proton permettant de faire fonctionner une pompe à
proton et de produire de l'ATP pour la cellule selon un méchanisme
chémioosmotique. La possibilité du transfert interespèce d'hydrogène
chez les bactéries sulfato-réductrices s'expliquerait aisément grâce
à cette théorie. Or si l'on reprend l'hypothèse de Thiele et Zeikus
(1988) et de Boone et al (1989), il faudrait que l'hydrogène produit
par les sulfato-réductrices soit réoxydé sous forme de formate. Ce
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qui est probable étant donné la présence d'une formate déshydrogénase
périplasmique chez Desulfovibrio (Peck, 1984), mais conduirait aussi
à s'interroger sur le fonctionnement de cette enzYme qui supposerait,
dans ces conditions et en l'absence de transfert interespèce de
formate et présence de sulfates, l'existence d'un cycle futil de
production et d'hydrolyse du formate au niveau du périplasme afin de
permettre le recyclage de l'hydrogène 11

L'hypothèse du transfert interspèce de formate reste donc à
démontrer dans son existence et à vérifier dans ces conséquences.

3.2. Transfert interespèce d'hydrogène et bactéries sulfato
réductrices.

Tout au long de cette thèse, des cultures mixtes définies ont
été élaborées sur la base d'un transfert interespèce d'hydrogène
entre une bactérie méthanogène et une BSR: nous admettrons dans le
cadre de ce travail, en absence de démonstration claire de
l'hypothèse du transfert interespèce de formate, la validité du
transfert interespèce d'hydrogène dans ce type de relation
syntrophique.

Les cultures mixtes élaborées sur un tel principe n'ont posé
aucun problème, et nous avons pu mettre en évidence une nouvelle
possibilité de transfert interespèce d'hydrogène à partir du formate,
entre une BSR du genre Desulfovibrio et une bactérie méthanogène
(Guyot et-Brauman, 1986). Cette relation syntrophique vient appuyer
la théorie de l'"hydrogen-cycling" de Odom et Peck (1984), car elle
est un indice supplémentaire de la production intermédiaire
d'hydrogène par un Desulfovibrio à partir d'un substrat (le formate),
pouvant donner lieu selon les circonstances à une respiration sulfate
ou à un -~ transfert interespèce d' hydrogène. Néanmoins, avec
Desulfobulbus sp., bactérie sulfato-réductrice du groupe II, il n'a
pas été possible d'établir lors de cocultures sur propionate, de
transfert interespèce d' hydrogène avec une méthanogène, malgré le
fait que Desulfobulbus soit capable de croître en présence
d'hydrogène (Guyot et Traoré, 1985). D'autres expériences que nous
avons réalisées et non publiées dans le cadre de cette thèse, nous
ont indiqué qu'une BSR du groupe II isolée au laboratoire de
microbiologie ORSTOM de l'Université de Provence, capable d'oxyder
incomplètement le butyrate en acétate, ne pouvait pas établir de
relations syntrophiques avec des méthanogènes sur la base d'un
transfert d 'hydrogène. Il est d'ailleurs remarquable que dans la
littérature, à notre connaissance, l'on ne reporte pas de couplages
entre des BSR du groupe II et des méthanogènes. Ce qui fort
probablement indique que dans le cas des BSR de ce groupe, la théorie
du recyclage de l'hydrogène ne s'applique pas, et que par conséquent
il n'y a pas production intermédiaire d'hydrogène moléculaire lors de
l'oxydation du propionate ou du butyrate. La conversion du propionate
en acétate chez Desul fobulbus propionicus et chez Syntrophobacter
wolinii suivrait la même voie: celle de la formation intermédiaire
de méthylmalonyl-coA (Mucha et al., 1988; Stams et al., 1984). Dans
les deux cas il y aurait donc la formation de NADH,W, mais dans celui
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de ~ wolinii la régénération du transporteur d'électrons en NAD+ se
ferait par l'intermediaire d'un transfert interespèce obligatoire,
alors que dans le cas de ~ propionicus, malgré la présence d'une
très forte activité NADH déshydrogénase (Stams n ~, 1984), le
pouvoir réducteur du NADH,~ ne serait pas transmis via la formation
d'hydrogène moléculaire: stams et al. (1984) signalent que chez ~
propionicus, le système NADH,~/NAD+ déshydrogénase est capable de
transmettre ses électrons à des cytochromes de type b.

Alors que dans les digesteurs anaérobies les composés tels le
lactate, l'éthanol et le formate peuvent être oxydés en absence de
sulfate, soit par des bactéries OHPA, soit par des BSR couplées à des
méthanogènes, les acides gras volatils comme le butyrate ou le
propionate ne peuvent l'être que par les bactéries OHPA. Il n'existe
apparemment pas de groupe microbiologique pouvant offrir une
alternative à l'oxydation anaérobie des acides gras par les bactéries
OHPA en absence de sulfate. Par contre, en présence de sulfate, il
existe probalement une compétition entre les BSR et les bactéries
OHPA pour l'utilisation de ces acides. Ce type de compétition n'a pas
encore été étudiée, et il serait intéressant de connaître les
affinités de chacun des deux groupes microbiens pour ces substrats,
de la même manière que nous connaissons celle des BSR du groupe l et
des méthanogènes vis-à-vis de l' hydrogène et de l'acétate
(Kristjansson et al., 1982; Schonheit et al., 1982).

3.3. Sulfates, sulfures et digestion anérobie.

Lors de la culture mixte associant Desulfobulbus sp. avec ~
barkeri 227 (Guyot et al., 1985) en présence de propionate (6,24 mM)
et d'un excès de sulfate de sodium, 5 mM de sulfures dissouts sont
formés et la réaction acétoclastique se trouve inhibée. ~ barkeri DM
nécessite pour une croissance optimale sur méthanol une concentration
en sulfure ajoutés de 1,25 mM (Mountfort et Asher, 1979), ceci
correspond selon ces auteurs à une concentration en sulfure dissouts
de l'ordre de 0,87 mM (pH 7). Néanmoins Scherer et Sahm (1981), pour
d'autres variétés de ~ barkeri (DSM 800, 804, 805, et 1232)
cultivées sur méthanol, déterminent un optimum de concentration situé
entre 2,5 et 4 mM de sulfures ajoutés, soit selon eux 0,04 à 0,06 mM
(pH 6,35) de sulfures dissouts. Les mêmes auteurs reportent qu'à une
concentration de 12 mM de sulfure ajoutés, il y a une inhibition
presque totale de la méthanogénèse. Dans les digesteurs anaérobies,
quand les sulfures s'accumulent dans le milieu, on peut avoir des
phénomènes d'inhibition partielle ou totale de la méthanogénèse. La
littérature reporte une extrême variabilité entre les seuils
inhibiteurs en sulfures, pouvant varier de 50 mg/l à 1000 mg/l (Isa
et al., 1986; Khan et Trottier, 1978; Mulder, 1984; Oleszkiewicz et
al., 1989; Rinzema et Lettinga, 1988). Cette variabilité s'explique
probablement par la diversité des procédés testés et d'opération des
réacteurs: un réacteur UASB n'aura probablement pas la même
sensibil i té qu'un filtre anaérobie ou qu'un réacteur infiniment
mélangé.
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Il n'est par conséquent pas surprenant qu'une accumulation de
sulfures jusqu'à 5 mM inhibe la méthanogénèse à partir de l'acétate,
lors de l'expérience couplant Desulfobulbus sp. à M. barkeri (Guyot
et al., 1985). L'addition de fer ferreux lors de cette expérience
permet de précipiter les sulfures produits par la BSR et de lever
cette inhibition. Ce qui permet d'envisager une application pratique
de l'addition de fer ferreux aux effluents riches en sulfate
(effluents de distilleries, de l'industrie de la levure, de
papeteries, etc •.. ) afin de prévenir l'inhibition qui pourrait se
produire par l'accumulation de sulfures. Ceci reçoit actuellement une
application dans notre laboratoire mexicain du département de
Biotechnologie de la UAM-I, où des sulfates ferreux sont
volontairement ajoutés à des réacteurs UASB de laboratoire, alimentés
avec des effluents synthétiques non réduits: les sulfates ajoutés
permettent par sulfato-réduction de baisser notablement le potentiel
redox interne du réacteur, mais les sulfures produits en permanence
à cause de l'alimentation en continue du réacteur sont précipités
sous forme de sulfure ferreux, et s'accumulent donc sous une forme
non toxique.

3.4. Inhibition de la méthanogénèse à partir de l'acétate par le
formate.

L'étude de la culture mixte mettant en présence un bactérie
fermentaire (Cellulomonas) et une méthanogène acétoclaste (~

barkeri) {~uyot, 1986) a permis de mettre en évidence un phénomène
d'inhibition nouveau: l'inhibition de l'utilisation de l'acétate par
M. barkeri par le formate. Cette inhibition est à rapprocher de celle
provoquée par l'hydrogène vis-à-vis du même genre bactérien cultivé
sur acétata (Baresi et al., 1978; Fergusson et Mah, 1983; Zinder et
mah, 1979)~ Nous pouvons supposer que l'inhibition de l'acétoclastie
par le formate est largement répandue chez les bactéries du genre
Methanosarcina, car nous avons pu la démontrer chez deux espèces du
genre très différentes: ~ barkeri 227, ~ thermophila TM-1.
Néanmoins, les méthanogènes acétoclastes du genre Methanosaeta ne
sont pas sensibles à l'hydrogène et sont dotées d'une formate
déshydrogénase (Zehnder et al., 1980), il est donc fort probable que
le formate n'ait aucune action inhibitrice sur ces bactéries.
L'inhibition de l'acétoclastie par l'hydrogène et le formate chez les
Methanosarcina, conduit à nous interroger sur la signification de
l'extrême spécialisation trophique des bactéries méthanogènes. En
effet, la plupart des méthanogènes hydrogénophiles non acétoclastes
peuvent utiliser le formate, alors qu'aucune des méthanogènes
acétoclastes ne peuvent utiliser ce substrat. Le rôle protecteur des
méthanogènes hydrogénophiles contre une éventuelle accumulation
d'hydrogène est bien connu: moins de 1% des capacités d'utilisation
de l' hydrogène sont mises à prof i t par les boues de digesteurs
anaérobies (Kaspar et Wuhrmann,1978), et les numérations effectuées
sur des boues granulaires (Dolfing et al., 1985; Guyot ~~; 1990)
montrent qu'en général la concentration en bactéries méthanogènes
hydrogénophiles est largement supérieure à celle des acétoclastes. Ce
qui prouve une certaine capacité des boues de digesteurs anaérobies
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à amortir une augmentation de la teneur en hydrogène. Nous pouvons
penser que ces caractéristiques jouent également en faveur d'une
protection des acétoclastes vis-à-vis d'une augmentation de la
concentration en formate. Nous pourrions néanmoins douter de la
validité de cette inhibition par le formate au niveau des boues de
digesteurs, étant donné la présence aux côtés des Methanosarcina de
bactéries du genre Methanosaeta à priori non sensible à l'action du
formate. L'étude que nous avons réalisée (Guyot et Ramirez, 1989)
démontre que l'acétoclastie par des boues granulaires est
effectivement inhibée par le formate. Il est fort probable que la
portée de cette inhibition soit limitée par la proportion relative
des Methanosarcina et des Methanosaeta dans les boues de digesteurs,
d'où l'intérêt de chercher l'enrichissement de ces boues en
Methanosaeta: un inoculum riche en Methanosaeta serait moins sensible
aux effets inhibiteurs de l'hydrogène et du formate sur
l'acétoclastie, et serait par conséquent plus stable.

Par ailleurs, la mesure de l'hydrogène dans les digesteurs
permet de réaliser un contrôle fin de la digestion anaérobie (Harper
et Pohland, 1985; Whitmore et al., 1987); étant donné la possibilité
théorique d'un transfert interespèce de formate (Thiele et Zeikus,
1988) (sous réserve de sa démonstration) et la production de formate
très répandue chez les bactéries fermentaires, nous pouvons imaginer
qu'un dérèglement du fonctionnement d'un digesteur pourrait conduire
à une augmentation rapide de la concentration en formate dans le
milieu, de même que l'hydrogène le formate pourrait-être alors un
paramêtre supplémentaire de contrôle de la digestion anaérobie.

Ainsi les conséquences spéculatives de l'inhibition de
l'acétoclastie par le formate méritent d'être probablement étudiées
plus en détail dans le futur.

3.5. Activités des boues granulaires.

Les cultures mixtes définies permettent, comme nous l'avons déjà
évoqué, de simplifier les phénomènes microbiens se produisant dans
les systèmes anaérobies. Ces modèles ont bien entendu leurs
limitations, et il convient de compléter ces études par celles des
inocula mixtes naturels que sont les boues des digesteurs anaérobies.
L'actualité présentée par l'étude des boues granulaires des réacteurs
UASB nous à conduit à étudier leurs activités vis-à-vis de la
dégradation de deux acides gras volatils: l'acétate et le propionate,
et à nous interroger sur l'évolution de ces activités dans le cadre
de conditions bien contrôlées: celles d'un réacteur UASB alimenté
avec un mélange d'acétate et de propionate (Noyola et al., 1988;
Guyot et al., 1990).

Dans un pays en développement comme le Mexique, le démarrage
d'un réacteur UASB n'est pas un problème facile à résoudre,
principalement de par le manque de réacteurs industriels en opération
pouvant fournir en grande quantité des inocula déjà adaptés pour
ensemencer les nouveaux réacteurs. Devant une telle circonstance, il
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convient donc d'élaborer ses propres protocoles afin de produire les
boues nécessaires, et d'avoir des données sur leur performances qui
soient comparables à celles obtenues dans les pays industrialisés.
L'utilisation de boues activées adaptées anaérobiquement a permis
l'obtention d'un inoculum efficace (dépôt de brevet en cours) et un
démarrage satisfaisant des réacteurs que nous avons expérimentés
(Noyola et al., 1988; Guyot et al., 1990); l'étude des activités des
boues granulaires obtenues, situe cet inoculum au même rang que ceux
étudiés en régions tempérées. Cette étude nous à aussi fait ressortir
l'extrême importance des phénomènes de diffusion du substrat à son
site réactionnel (le granule de boue), et la difficulté à réaliser
des mesures d'activités de dégradation d'un substrat sur la simple
détermination du méthane produit, car à la diffusion du substrat
s'ajoute le problême du transfert du gaz produit de la phase liquide
vers la phase gazeuse. De surcroît, il faut aussi tenir compte des
phénomènes d'adsorption du substrat à la surface des granules. Il est
regrettable que sur ce point particulier, la littérature n'offre pas
d'informations suffisantes.

L'étude de l'évolution des activités microbiennes, entre deux
périodes de fonctionnement du réacteur UASB mentionné, suffisantes
pour permettre à la biomasse d'évoluer (3 mois et 11 mois après le
démarrage), nous a permis de mettre en évidence que l'activité
acétoclastique n'avait pratiquement pas augmenté, alors que la
biomasse totale avait doublé ainsi que l'activité de dégradation du
propionate. Ce phénomène est d'autant plus curieux, que les bactéries
OHPA responsables de la dégradation du propionate présentent au
laboratoi~e des temps de génération largement supérieurs à ceux
des acétoclastes. Les faibles taux de croissance des anaérobies
strictes, en particulier des méthanogènes, sont généralement invoqués
pour expliquer les faibles vitesses de production de boues par les
digesteurs~naérobies, comparées à celles des traitements aérobies.
A la vue des résultats obtenus, une autre hypothèse vient à l'esprit:
celle d'un découplage énergétique entre la croissance et la
production d'énergie par les acétoclastes. Une telle possibilité
limiterait la production de cellules des bactéries acétoclastiques,
tout en conservant les activités de dégradation de l'acétate. Fardeau
et Belaich (1986) ont montrés, dans le cas d'une bactérie méthanogène
hydrogénophile et thermophile, Methanococcus thermolithotrophicus,
qu'un excès de source de carbone et d'énergie pouvait induire un
découplage énergétique. Etant donné les temps de génération élevés
des méthanogènes acétoclastes, les temps de rétention hydraulique
(TRH) que nous avons appliqués (deux jours) au réacteur (très
inférieurs à ces temps de géneration) , et les concentrations en
acétate de l'effluent très supérieures aux constantes d'affinités de
ces bactéries, nous pouvons nous demander si de telles conditions ne
conduiraient pas aux mêmes effets que ceux mis en évidence chez M.
thermolithotrophicus. Il est donc tout à fait raisonnable de croire
que la production de biomasse dans les digesteurs anaérobies,
composée d'un ensemble complexe de micro-organismes, n'est pas
seulement limitée par les temps de géneration des populations
microbiennes, mais aussi par des phénomènes de découplage
énergétique. Il apparait nécessaire d'effectuer des études en
réacteurs à flux continus avec rétention de biomasse à des TRH très
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réduits, dans des conditions proches des réacteurs industriels, en
utilisant d'une part des souches pures de bactéries méthanogènes
acétoclastes et d'autre part des cultures mixtes définies réunissant
des méthanogènes et des bactéries OHPA. L'évolution des techniques
immunologiques, les possibilités de doser spécifiquement l'activité
des méthanogènes hydrogénophiles par mesure du coenzyme F420-2 ou
méthanoptérine, et des méthanogènes acétoclastes par mesure de la
sarcinaptérine (Gorris et al., 1988), devraient permettre de
quantifier avec une meilleure précision l'évolution des différents
groupes microbiens, avec l'idée de proposer une analyse expérimentale
plus fine de l'évolution des populations microbiennes dans les
digesteurs anaérobies.

L'évaluation de la biomasse dans un digesteur anaérobie se fait
le plus souvent par la mesure des matières solides volatiles en
suspension en suivant une technique standardisée, la concentration
des groupes microbiens composant cette biomasse est le plus souvent
déterminée par la technique du nombre le plus probable. En général on
trouve un nombre de méthanogènes hydrogénophiles (BMH) supérieur aux
bactéries OHPA et aux méthanogènes acétoclastes (BMA) (Guyot ~ ~,

1990) • Nous avons accentué le rôle des BMH comme étant
essentiellement celui d'un tampon biologique, prévenant
l'accumulation d'hydrogène et de formate, évitant ainsi aux bactéries
OHPA et aux BMA d'être inhibées par l'un de ces produits.
L'utilisation de la technique du nombre le plus probable pour
quantifier les bactéries dans les boues de digesteurs anaérobies est
d'un usage répandu, néanmoins les résultats sont souvent exprimés en
nombre de-bactéries/ml, ce qui n'a pratiquement aucune valeur et ne
permet pas d'établir de comparaison entre digesteurs quand il s'agit
de réacteurs avec rétention de biomasse et homogénéisation réduite ou
nulle. L'expérience nous prouve que d'un prélèvement à l'autre la
concentration de boues dans un échantillon provenant du même réacteur
varie, par~ailleurs l'absence d'agitation forcée dans ces réacteurs
fait qu'un résultat exprimé par ml d'un milieu non homogène n'a
aucune signification. La seule exception consisterait à quantifier
les variations de population le long d'une hauteur de colonne de
réacteur. Cette réserve mise à part, il apparait plus opportun quand
on souhaite obtenir des valeurs comparables entre réacteurs
différents, d'établir les numérations en nombre de bactéries/g de
matières volatiles en suspension, car les résultats ainsi exprimés ne
dépendent plus de la variabilité liée à l'échantillonage, et
caractérisent la composition microbiologique d'une unité de boue. Il
faut remarquer que les paramêtres les plus importants d'un digesteur
anaérobie sont fréquemment donnés par unité de matière volatile
solide en suspension, telle la charge massique: kg DCO appliquée/kg
MVS.j.
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3.6. Cultures mixtes définies méthanogènes: considérations générales.

L'étude de l'écophysiologie microbienne de la digestion
anaérobie est facilitée par l'emploi de culture mixtes définies,
hormis les conséquences théoriques de l'utilisation de telles
cultures, des conséquences pratiques évidentes apparaissent:
l'élaboration d'inocula artificiels pour l'ensemencement de
digesteurs industriels. Comme il a été fait remarquer dans la partie
introductive de cette thèse, la fabrication et l'usage de tels
inocula paraissent peu justifiés quand il s'agit de traiter des
substrats ou des effluents aisément hydrolysables: il existe déjà
des inocula naturels, bon marché, aisément disponibles en grande
quantité et aisément adaptables si les précautions nécessaires sont
prises. En revanche, pour de nombreuses substances toxiques et (ou)
difficilement hydrolysables, d'origine soit naturelle ou qui
résultent de l' activité humaine aboutissant au rej et de composés
xénobiotiques dans l'environnement, confrontant ainsi l'arsenal
biologique classique à des composés de structure inhabituelle, il
n'existe pas forcément d'inocula pouvant répondre à priori à une
exigence déterminée. Dans de tels cas il faut sélectionner la boue
qui fera office d'inoculum, l'adapter parfois longuement et veiller
à l'utiliser dans des limites de concentrations des substances à
traiter qui ne soient pas toxiques, ce qui implique une étape très
longue avant et lors du démarrage du réacteur. Pour de nombreux
composés de ce type il est très difficile de trouver l' inoculum
approprié, et il faut une réelle expertise en la matière car le
démarrage-raté d'un réacteur peu coûter cher, non seulement du point
de vue économique mais aussi en terme de crédibilité vis-à-vis du
procédé employé. Ainsi la production de cultures mixtes définies
pouvant méthaniser un ou plusieurs composés "récalcitrants" apparait
comme une_alternative séduisante, permettant de disposer d'un
inoculum ayant des propiétés bien déterminées. L'idéal étant de
disposer d'un inoculum "multitâche" ayant un spectre d'action
relativement large. Néanmoins, il n'est probablement pas nécessaire
de produire un inoculum de laboratoire capable de mener à bien la
méthanisation complète d'un composé, car même si cette opération est
techniquement réalisable, comme il a été montré dans cette thèse et
dans d'autres, il apparait économiquement et techniquement plus
judicieux de s'orienter vers la production d'un inoculum constitué
uniquement de la ou des bactéries hydrolytiques désirées. Car lors de
la méthanisation d'un composé difficile, l'étape limitante devient
celle de l'hydrolyse. Il suffirait par conséquent de doper des boues
naturelles servant d' inoculum de base avec l'inoculum artificiel
contenant les germes indispensables à l'hydrolyse. Dans un tel cas,
il faut aussi s'interroger sur les aspects relatifs à l'implantation
et la propagation de l' inoculum dopant au sein d'une population
naturelle, et le cas échéant trouver les astuces nécessaires pour
favoriser ces opérations.

La possibilité d'immobiliser avec succès une culture mixte
définie a été démontrée dans le cadre de cette thèse (Jones ~ ~,

1984). L'immobilisation d'une culture mixte dans les conditions
décrites par Jones et al. (1984), pourrait permettre l'étude des
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conséquences d'un rapprochement spatial des bactéries OHPA et
méthanogènes sur la cinétique d'utilisation des acides gras volatils,
et permettre ainsi d'apprécier expérimentalement et de manière
contrôlée les relations existantes au sein des boues granulaires des
réacteurs UASB. Les phénomènes de diffusion interespèce d'hydrogène
entre les bactéries OHPA et méthanogènes mis en causes par Boone ~
al. (1989) dans le cas de suspensions microbiennes dispersées,
doivent ètre reconsidérés dans le cas de cultures immobilisées. En
effet les calculs de Boone et al. (1989) établis pour une
concentration de méthanogènes en suspension dispersée de 107/ml, et
une distance intermicrobienne supérieure à 10 ~m, distance à partir
de laquelle selon ces auteurs la concentration d'hydrogène est celle
de la phase liquide, s'avèrent inutiles et probablement faux pour des
distances intermicrobiennes inférieures à 10 ~m. Par ailleurs, dans
le cadre de suspensions dispersées les données de Schink et Thauer
(1988) sont plus réalistes, car ils utilisent comme variables une
distance intermicrobienne de 8 ~m pour une suspension de 109

bactéries/ml, ce qui est plus en relation avec les mesures de
concentrations microbiennes généralement reportées. D'emblée il
apparait que les calculs de Boone et al. (1989) doivent-être révisés
et réajustés en fonction de conditions mieux choisies, mais quand on
examine le cas des agrégats bactériens pour une distance
intermicrobienne estimée à 0,08 ~m le flux d'hydrogène augmente de
100 fois (Schink et Thauer, 1988), ce qui remet en question les
calculs de Boone et al. !

Ces considérations théoriques sont développées non seulement
pour mettr~ en évidence les limites de la théorie de Boone et al.
(1989), mais aussi pour insister sur le fait que l'immobilisation de
cultures mixtes définies devrait être une option à envisager pour la
préparation d'inocula artificiels, quand des èchanges interespèce
d'hydrogèn~ sont prèvus. Etant donné le caractère non proliférant
d'un tel inoculum, il faut veiller à ce que les concentrations en
cellules immobilisées soient importantes. Par contre quand il n'y a
pas de transfert interespèce d'hydrogène mis en jeu, il vaut
peut-être mieux songer à un conditionnement de l'inoculum artificiel
qui permette la libération des bactéries dans le milieu récepteur,
soit par dissolution, soit par hydrolyse de la matrice afin de
permettre à ces dernières de se multiplier. Dans ce dernier cas il
est peut-être souhaitable d'inclure avec l'inoculum, un substrat
d'accompagnement ou un co-métabolite permettant aux bactéries
d'initier leur croissance dans les meilleures conditions.

Enfin, il convient de signaler que le choix de la bactérie
hydrolytique ne doit pas se faire qu'en fonction de sa seule capacité
hydrolytique. Quand pour un même substrat diverses espèces sont
disponibles, il est recommandable d'apporter une attention
particulière aux produits d'hydrolyse, et d'éviter autant que
possible l'emploi de bactéries produisant de grandes quantités de
formate. Non pas en raison d'éventuels problêmes d'inhibition, mais
surtout à cause du mauvais rendement en méthane auquel on peut
s'attendre de la conversion du formate. En effet, pour quatre moles
de formate nous n'aurons qu'une mole de méthane formée et trois de
gaz carbonique, ce qui est illustré par la culture mixte
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Cellulomonas-M. formicicum décrite par Guyot (1986). On améliorera
donc la production de méthane en évitant la production intermédiaire
de formate.
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4. Conclusion générale.
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Le choix d'une bactérie fermenta ire pour élaborer une culture
mixte définie efficace, ne devra pas se faire que sur la base de ses
potentialités hydrolytiques, il faudra tenir compte de la nature des
produits formés en calculant le pourcentage de conversion possible du
carbone en méthane.

En ce qui concerne le choix d'une bactérie acétogène, les
bactéries sulfato-réductrices du groupe l sont de bonnes candidates
quand il s'agit de transformer du lactate ou de l'éthanol. Mais pour
les acides gras volatils il faudra se contenter d'une bactérie OHPA,
malgré leurs très faibles taux de génération. L'utilisation d'une BSR
du groupe II obligerait à utiliser du sulfate. La production et
l'accumulation de sulfures induiraient une inhibition de la
méthanogénèse , d'où la nécessité de précipiter les sulfures sous
forme de sulfures ferreux. Ce qui peut représenter un avantage, car
la production de sulfures à partir des sulfates permet d'éviter
l'addition préalable au milieu de culture, d'un réducteur comme le
sulfure de sodium.

La possibilité d'immobiliser les cultures mixtes définies offre
de plus amples perspectives d'utilisation. Mais étant donné les coûts
prévisibles d'un tel inoculum, cette application ne pourrait être
envisageable que dans un cas extrême, par exemple la biodégradation
d'un polluant de structure aromatique résistant aux procédés et
souches classiques. De surcroit, l'immobilisation de cultures mixtes
définies peut offrir un moyen d'investigation des relations
inter-microbiennes se produisant au sein des boues granulaires ou de
biofilms, ---car l'étude au laboratoire, en milieu dilué avec des
suspensions microbiennes libres, ne permet pas d'aborder les
phénomènes relatifs aux problèmes de limitation de transfert de
masse, et de confinement des souches bactériennes. De ce point de
vue, l'étude réalisée avec des boues granulaires est particulièrement
éloquente,-~car elle met bien en évidence les problèmes de diffusion
liés à ce genre d'inoculum.

L'utilisation de cultures mixtes définies a permis, lors de
cette étude, de mettre en évidence la possibilité d'établir un
transfert interespèce d' hydrogène entre ~ coli et des bactéries
méthanogènes, avec pour incidence une meilleure production
intermédiaire d'acétate. Il a aussi été démontré que les BSR
pouvaient utiliser le formate sur la base d'un transfert interespèce
d'hydrogène, ce qui vient s'ajouter aux exemples cités dans la partie
bibliographique de cette thèse. Par ailleurs, cette relation
syntrophique est un argument supplémentaire en faveur de la théorie
de Odom et Peck (1984) du recyclage de l'hydrogène, mais ne va pas
dans le sens de la théorie de Thiele et Zeikus (1988) au sujet du
transfert interespèce de formate.

La découverte de l'inhibition de l'acétoclastie par le formate
ajoute un élément nouveau à la compréhension de la régulation de la
digestion anaérobie. Le rôle du formate peut être rapproché de celui
de l'hydrogène: les deux composés ont une action négative sur les
bactéries du genre Methanosarcina, mais n'ont pas d'effet sur celles
du genre Methanosaeta (qui possèdent une formate-déshydrogénase). La
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définition future d'un index caractérisant le rapport
Methanosarcina/Methanosaeta, permettrait d'inclure un élément
supplémentaire dans la modélisation de la digestion anaérobie. La
découverte de l'inhibition de l'acétoclastie par le formate, accentue
le rôle joué par les bactéries méthanogènes hydrogénophiles
utilisatrices de formate. Il est en effet frappant de constater que
la plupart des méthanogènes hydrogénophiles non-acétoclastes sont
utilisatrices de formate, et qu'aucune bactérie acétoclaste ne l'est.
Les méthanogènes hydrogénophiles utilisatrises de formate
permettraient non seulement de maintenir une faible pression
partielle en hydrogène, mais aussi d' éviter une accumulation de
formate, et joueraient ainsi le rôle de protectrices de la réaction
acétoclastique contre une éventuelle destabilisation par l'hydrogène
et le formate.

Finalement, l'évolution des boues dans les réacteurs anaérobies
est un sujet qui, de manière très surprenante, n'a pas fait l'objet
d'un intéret soutenu de la part des scientifiques. Il serait
intéressant pour le futur, d'étudier plus en détail les aspects
relatifs à la physiologie des méthanogènes, et en particulier ceux
concernant les possibilités de découplage énergétique, car la faible
production de boues dans les réacteurs anaérobies peut s'expliquer,
non seulement par le faible taux de croissance des bactéries
anaérobies, mais aussi par l'existence d'un découplage entre la
croissance et le métabolisme énergétique de ces bactéries.
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RESUME

L'emploi de cultures mixtes définies ou naturelles a permis

d'étudier quelques interactions microbiennes se déroulant

dans les digesteurs anaérobies. Il a été démontré qu'il

était possible d'immobiliser avec succés des cultures mixtes

définies anaérobies en utilisant un gel d' agar. Grâce à

l'emploi de cultures mixtes définies, il a été démontré la

possibilité de transfert interespèces d'hydrogène entre &.

~ et des méthanogènes et entre Desulfovibrio vulgaris et

Methanobacterium bryantii à partir du formiate. Lors de

l'étude de la méthanisat~on du xylane par une culture mixte

définie, l'inhibition de la méthanogénèse à partir de

l'acétate par le formiate a été démontrée, ces résultats ont

été confirmés par l'emploi de boues granulaires provenant

d'un réacteur UASB. Avec des boues granulaires issues du

même réacteur, des études visant à determiner

quantitativement leur composition microbiologique et les

activités de dégradation d'acides gras volatils (acétate et

propionate) ont été réalisées. Une discussion globale, basée

sur ces résultats permet de mettre en valeur le rôle

écologique important des méthanogènes hydrogénophiles

utilisatrices de formiate, dans les phénomènes de régulation

de la digestion anaérobie, et une analyse critique du

concept de transfert interespèce de formiate est exposée.

MOTS-CLES: Digestion anaérobie, Méthanogènes, Réacteurs

UASB, Sulfato-réductrices, Transfert-interespèce

d'hydrogène, Inhibition, Cultures mixtes, Acides gras

volatils.




