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Résumeé

Un bioréacteur aérobie thermophile traitant le lisier de porc a été développé a I’'INRS-
Institut-Armand Frappier en réponse au besoin croissant des producteurs de porc de
diminuer la charge polluante du lisier utilisé pour la fertilisation des terres agricoles. De
ce réacteur auto-chauffant pouvant atteindre des températures de 74°C, différents
microorganismes ont déja été isolés et caractérisés pour constituer une banque de
bactéries aérobies thermophiles. Parmi ceux-ci, on retrouve entre autres, des souches
d’Ureibacillus ~ thermosphaericus,  Bacillus  thermocloacae et Geobacillus

thermodenitrificans et Geobacillis toebii.

Dans cette banque de bactéries, des souches d’une nouvelle espéce bactérienne n’ayant
jamais été cultivée antérieurement ont été isolées en culture pure. Deux souches T3 et
60S 1b, représentantes de cette espece, ont été étudiées au cours de ce projet. Une analyse
par microscopie €lectronique de la souche T3 a montré qu’il s’agit d’un bacille de 0.3-0.5
X 3-4 um de type Gram positif pouvant former une spore en position terminale. L analyse
de leurs compositions en acides gras a montré une majorité des acides (16 :0) et (14 :0).
La séquence du géne codant pour I’ARN ribosomal 16S suggere que les souches T3 et
60S1b seraient les représentants d’un nouveau genre bactérien de la famille des
Bacillaceae. Les plus proches représentants sont Bacillus thermoamylovorans avec 93%
de similarité et Bacillus circulans avec 91.5% de similarité respectivement. Initialement
cultivé sur un milieu contenant du lisier de porc partiellement traité, des essais pour
remplacer ce milieu ont donné des résultats mitigés ou des milieux trés riches contenant
entre autres du protéose peptone, des vitamines et du NH,4Cl ont permis d’obtenir une

faible croissance bactérienne.

Le potentiel des bactéries thermophiles de notre banque pour produire 19 différentes
activités enzymatiques a €té €valué en utilisant les galeries API-ZYM. Leurs capacités a
secréter des xylanases, des cellulases et des phytases ont aussi €té évaluées. Plusieurs
souches ont démontré des activités d’estérase (C4), d’estérase-lipase (C8), de

glucosidases, de protéases et de phosphatases acide et alcaline. Aucune des souches



testées n’a montré des activités de phytase, ni celles isolées d’enrichissements effectués
en présence de son de blé a partir de la flore bactérienne du bioréacteur. Utilisant une
approche moléculaire, aucun gene codant pour une phytase n’a été détecté parmi les

souches testées ou les flores microbiennes du réacteur ou apres enrichissement.

Deux enzymes ont été I’objet d’une caractérisation préliminaire, soit la xylanase et la B-
glucosidase de Geobacillus thermodenitrificans SB1. La xylanase est secrétée alors que la
B-glucosidase est intracellulaire et se retrouve dans la fraction cytoplasmique. Les deux
enzymes ont montré une température optimale d’activité de 70°C et de 90°C
respectivement avec des pH optimaux se situant dans la neutralité. Toutes deux ont
montré une trés bonne stabilité a ces températures ou aucune perte d’activité n’a été
observée apres 14 et 8 heures respectivement d’incubation en présence de leurs substrats.
Ces résultats démontrent toute la diversité microbienne retrouvee dans ce bioréacteur
aérobie thermophile et la capacité de ses microorganismes a produire des enzymes
thermostables ayant des applications potentielles intéressantes. L’industrie de
I’alimentation, humaine ou animale, des pates et papier, et des textiles et détergents
bénificient toutes de I’utilisation des enzymes soit par une augmentation de I’efficacité

des procédés ou par la diminution des rejets nocifs pour I'environnement.
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Introduction

Au Québec, I’industrie du porc est source de plusieurs milliers d’emplois et une grande
source de revenus et de bénéfices. Cependant, le succés de I’industrie porcine amene
toutefois a quelques désavantages, en particulier, la production d’énormes volumes de
lisier de porc. Ce lisier est trés malodorant et est fortement chargé en matiére organique,
en azote ammoniacal, en phosphore et en microorganismes pathogeénes. L’épandage du
lisier pour la fertilisation des terres agricoles est la méthode utilisée par I’éleveur pour se
départir du lisier. Malheureusement, plusieurs facteurs en limitent fortement I’épandage,
tels un nombre insuffisant de terres agricoles, la présence en surplus de phosphore dans la
terre, la non-acceptation par I’entourage de cette approche a cause des mauvaises odeurs
et des dangers de pollution des eaux. Des réglementations gouvernementales présentes et
a venir obligeront les éleveurs i devoir traiter leurs lisiers. Dans ce contexte, un procédé
microbiologique de traitement du lisier est en développement a I'échelle laboratoire a
I'INRS-IAF (Laboratoire de P. Juteau). Ce procédé implique un biotraitement aérobie
thermophile effectué dans un réacteur de 50 litres (Juteau et al, 2004). Ce bioréacteur
auto-chauffant peut atteindre des températures de 72-74°C. Une flore microbienne
thermophile s’y est développée et a été partiellement caractérisée (Tremblay, 2003;
Juteau et al, 2003). Ces travaux ont permis I’isolement de plusieurs microorganismes
aérobies thermophiles dont certains n’avaient jamais €té cultivés antérieurement. Les
microorganismes isolés de ce bioréacteur se sont ajoutées a d’autres microorganismes
aérobies thermophiles isolés a la fin des années ’80 dans le laboratoire de R. Beaudet
(Beaudet et al, 1990) pour constituer une banque de bactéries thermophiles. Les bactéries
constituant cette banque font partie d’especes bactériennes dont leur potentiel a produire

des enzymes thermostables pour des applications industrielles a été trés peu étudié.

Certaines souches isolées du bioréacteur constitueraient une nouvelle espéce bactérienne
jamais cultivée. Par une approche moléculaire, des bactéries similaires dénommées alors
Bacillus Ppd14 avaient été détectées dans un compost hyper-thermophile mais sans
pouvoir étre cultivées (Dees et al, 2001). Les souches T3 et 60S Ib représentantes de cette

espece sont a I’étude dans notre laboratoire. Des résultats préliminaires ont montré que la



souche T3 est un bacille donnant une réponse négative a la coloration de Gram, son
contenu en G+C est de 43.6 mol %. Elle peut croitre entre des valeurs de pH de 8.0 2 8.5,
a des températures entre 50 et 72°C ou la température optimale est 65-70°C. Les deux
souches sont gélatinase positive (galeriec APl 20E) et certaines de leurs propriétés
phénotypiques ont €t€ €valuées sur des galeries API 50CH. Elle peut croitre uniquement
sur milieu solide ou liquide contenant du lisier partiellement traité prélevé du bioréacteur
apreés 24 heures de traitement (Beaudet, non publi€). Des travaux sont donc nécessaires
afin de caractériser davantage ces bactéries, notamment pour déterminer si elles ont une
paroi de type Gram positive ou négative, rechercher un milieu de culture favorable 2 leur
croissance autre que celui utilisant le lisier de porc, connaitre la séquence du géne codant

pour I’ARNr 16S et déterminer son arbre phylogénétique.

De nombreux microorganismes thermophiles et hyperthermophiles, aérobies et
anaérobies ont été isol€s dans différents environnements terrestres souvent extrémes. Ces
microorganismes offrent de grandes possibilités de recherches fondamentales pour
connaitre leurs mécanismes de survie dans des conditions extrémes et ouvrent la porte a
leur utilisation dans de nombreuses applications industrielles notamment par les enzymes
thermostables que certains produisent. Ainsi, les thermozymes présentent habituellement
une meilleure résistance aux facteurs environnementaux tels les pH élevés ou faibles, de
hauts taux de salinité, des pressions atmosphériques élevées et des températures
thermophiles. Tous ces facteurs rendent les thermozymes intéressantes pour I’industrie ol
il est fréquent que les conditions environnementales rencontrées ne sont pas optimales
pour I"utilisation d’enzymes mésophiles. Le marché pour les enzymes en industrie connait
une croissance ininterrompue depuis plusieurs années. Parmi les classes d’enzymes
recherchées se trouvent les estérases, les lipases, les protéases et les glycosidases,

réparties dans divers secteurs de I’industrie.

L’industrie des pites et papier utilise depuis longtemps la xylanase pour améliorer le
blanchiment de la pite de papier Kraft. Les températures et pH élevés retrouvés lors de ce
procédé appellent une enzyme thermostable et alcaline. Les xylanases sont depuis peu

utilisées également dans diverses autres applications commerciales, tels dans la



préparation de la pate de pain, en alimentation animale, et bien d’autres encore. Les
cellulases, quant a elles, sont utilisées pour modifier la texture du bois lors du battage de
la pate de papier. Elles sont également retrouvées dans I’industrie des détergents, des
textiles et en alimentation ou elles font partie d’'un ensemble de protéines appelées
enzymes de macération. La P-glucosidase est également retrouvée dans ce groupe
d’enzymes utilisées en industrie. Cependant, I’utilité principale des B-glucosidases
thermostables et thermoactives se retrouve dans la synthese de glycosides qui peuvent
avoir des utilités au niveau pharmaceutique ou dans la production de molécules utilisées

dans I’industrie des pesticides.

Les phytases sont parmis les enzymes les plus demandées dans I'industrie de
I’alimentation animale. En effet, ces derniéres participent a la libération de phosphore
emprisonné sous forme d’acide phytique dans la paroi végétale. Comme une grande
quantit€ du phosphore est ainsi stocké dans les plantes utilisées dans I’alimentation
animale, le systeme digestif de I’animal doit étre en mesure de dégrader I’acide phytique
pour pouvoir absorber ce nutriment nécessaire a sa croissance. Cependant, des animaux
mono-gastriques tels le porc et le poulet ne possédent pas le géne nécessaire pour
produire la phytase et absorber le phosphore et autres minéraux nécessaire a leur
croissance. Une importante quantité de phosphore est ainsi rejetée dans les excréments de
I"animal et se retrouve dans le lisier. L’addition de phytase a la nourriture favorise la
croissance du porc et diminue la quantité de phosphore retrouvé dans le lisier. Plusieurs
phytases ont déja été commercialisées, mais il y a un manque évident de phytases
thermostables capables de résister aux hautes températures retrouvées normalement dans

le processus de granulation de la nourriture et d’agir dans les conditions retrouvées dans

les intestins de I’animal.

Les principaux objectifs de ce projet sont 1) de compléter la caractérisation des souches
T3 et 60S1b appartenant a une nouvelle espéce; 2) d’évaluer le potentiel des bactéries
constituant notre banque de bactéries thermophiles a secréter des enzymes thermostables
ayant des possibilités d’application industrielle et 3) d’effectuer une caractérisation

préliminaire des enzymes les plus intéressantes de maniere a évaluer leurs propriétés au



niveau de leur thermo-stabilité et de leurs conditions optimales d’activités, par exemple,
en fonction du pH. Comme ces bactéries ont été isolées d’un réacteur aérobie thermophile
traitant le lisier de porc, une attention particuliére sera portée a la production de phytase.
L’isolement d’une enzyme thermostable qui serait efficace dans les conditions retrouvées
dans le systeme digestif du porc serait un atout important dans la problématique

environnementale reliée a son élevage.



1. Revue bibliographique

1.1 Traitements biologiques du lisier de porc

1.1.1 Le lisier de porc
L’industrie du porc est importante pour le Canada. Au Québec seulement, depuis 1997, le

nombre de tétes produites est passé de 5700000 a 7500000 en 2003. Une telle
production représente un apport important a I’économie du Québec avec des retombées
économiques de 3.1 milliards de dollars en 2003 (Fédération des producteurs de porcs du

Queébec). L’industrie porcine est la source de plus de 28 200 emplois, directs ou indirects.

En conséquence de I’importance de la production porcine, la quantité de lisier produit est
tres grande et représente jusqu’a 11 millions de métres cubes de déjections par année. Le
lisier est une substance riche en nutriments , comme par exemple, I’azote et lc phosphore,
servant a la croissance de différents végétaux comestibles. Le lisier est par conséquent
tréquemment utilis¢ comime fertilisant pour les terres agricoles. Ceci permet de valoriser
une substance qui sans quoi serait considérée comme un déchet. Depuis I’année 2000, de
nouvelles réglementations ont €té instaurées au Québec pour contrdler la quantité de
nutriments, dont le phosphore, ajoutés aux sols par épandage de lisier. La quantité de
lisier a épandre en vue de fertiliser le sol est donc calculée selon la concentration de
phosphore retrouvée dans le lisier et celle déja présente dans les sols. Les normes sur les
concentrations de phosphore et d’azote permises varient selon la culture et le nombre

d’hectar a fertiliser (FPPQ, 2002).

La raison d’une telle réglementation est la possibilité d’engendrer une pollution des cours
d’eau environnants et des nappes phréatiques par percolation et ruissellement d’une
grande quantité de nutriments tels le phosphore, I’azote et de la matiére organique a partir
des sols agricoles surchargés (Tremblay, 2003). Le phosphore et I’azote s’adsorbent
facilement aux particules de terre. Cependant, en trop fortes concentrations, ils peuvent
étre lessivés lors des pluies ou lors de la fonte des neiges puis atteindre les cours d’eau.
La présence de ces nutriments dans les plans d’eau permet une croissance accrue des

plantes aquatiques et des cyanobactéries (Miner, 1999). De plus, des composés comme



I"ammoniac et les nitrites peuvent devenir toxiques pour la faune aquatique et pour les
humains. Bien qu’il n’y ait aucun effet du stockage du lisier dans les fosses prévues a cet
effet sur la qualité des eaux souterraines adjacentes, il a été démontré que Iutilisation du
lisier comme fertilisant lorsque les normes et les réglementations d’épandage ne sont pas
respectées, peut avoir un impact négatif sur les concentrations d’azote, la présence de
microorganismes dans les eaux souterraines et dans les puits résidentiels d’eau potable et

sur la quantité de chlore utilisée pour le traitement de I’eau potable.

La présence de microorganismes pathogenes dans le lisier est également un facteur de
risque pour la santé humaine et animale. La présence d’especes telles Escherichia,
Salmonella, Listeria monocytogenes, Campylobacter et Cryptosporidium et de différents
virus et parasites dans le lisier de porc a été rapportée par plusieurs auteurs (Hutchison et
al, 2004a et b; Pell, 1997; Tremblay, 2003). La quantité d’agents pathogénes décroit
habituellement avec le temps, ce qui signifie qu’un lisier ayant été stocké plus longtemps
devrait &tre moins contaminé par des espéces potentiellement pathogénes que du lisier
frais. Cependant, Hutchison et al. (2004) ont observé que les populations d’agents
pathogénes demeuraient stables dans le temps puisque du lisier frais était ajouté a
intervalles réguliers dans les fosses a lisier. Plusicurs facteurs affectent la concentration
en microorganismes pathogenes du lisier frais, comme par exemple, I’alimentation, la
densité d’animaux et I’dge du lisier (Hutchison et al. 20044, b). En utilisant du lisier non
traité comme fertilisant, on pergoit aisément que plusieurs problémes de contamination de
végétaux peuvent survenir, tel dans les produits destinés a la consommation (ex. laitues),
ainsi que dans les plans d’eaux récréatifs et dans les réservoirs d’eau potable municipaux.
Ce fut le cas, en particulier, en Ontario en 2000 lorsque la réserve d’eau municipale de
Walkerton fut contaminée par différents microorganismes pathogénes d’origine fécale
(Juteau et al, 2004). Dans une étude menée par Garcia et Beirith (1996), il y aurait eu
augmentation du nombre de puits résidentiels contaminés par les coliformes fécaux (34%
des puits) ct par les nitrates (14% des puits) aux alentours des fermes d’élevage en

Ontario entre 1984 et 1994,



Comme plusieurs régions du Québec ont des terres agricoles qui sont en surplus
d’éléments fertilisants limitant I’épandage, le manque de terres disponibles, les pressions
du public en général concernant les mauvaises odeurs du lisier et les risques
environnementaux obligeront plusieurs producteurs a traiter leurs lisiers. Il existe
différentes approches pour traiter le lisier de porc, dont la séparation des solides et
liquides, soit par méthode mécanique ou physico-chimique ou la partie solide est
stabilisée par compostage, ou par les traitements biologiques aérobies ou anaérobies en
conditions psychrophile, mésophile ou thermophile. Les traitements envisagés par les
producteurs de porc sont évalués en fonction des problématiques rencontrées sur la ferme:
volume de lisier a traiter, disponibilité des terres pour I’épandage, sols en excédents
d’éléments fertilisants, pression du voisinage pour les mauvaises odeurs, etc. Les
solutions disponibles sont peu nombreuses, cofiteuses et leurs efficacités sur le terrain

n’ont pas toujours été démontrées.

1.1.2 Traitements anaérobies
Les bioréacteurs aérobie et anaérobie possédent chacun des avantages et des désavantages

qui justifient leur emploi dans différentes applications. Ce mémoire visant surtout les
traitements aérobies, les procédés anaérobies seront donc trés brievement abordés. Le
stockage du lisier dans des fosses dans I’attente de pouvoir Iutiliser comme engrais ou de
le faire traiter représente la premiére €tape de traitement biologique de ce dernier. Les
conditions des fosses a lisier sont anaérobies, conditions idéales pour la croissance
d’espeéces microbiennes anaérobies et facultatives. Ces dernieres sont cependant
responsables en grande partie de la production de molécules odoriférantes tels les acides
gras volatiles, I’ammoniac, les indoles et phénols et les composés sulfureux volatils (Zhu,
2000). De plus, le méthane produit pendant le stockage du lisier n’est pas récupéré et
contribue a I’effet de serre (Moller et al, 2004). Le lisier peut demeurer dans ces fosses
pour une durée allant jusqu’a | an (Mohaibes et Heinonen-Tanski, 2004). Selon le méme
principe, des lagunes a lisier anaérobies sont aussi utilisées pour réduire la quantité de
nutriments du lisier et diminuer les concentrations en microorganismes pathogénes, mais
tout comme les fosses a lisier, elles générent une grande quantité d’odeurs. On note aussi

I’utilisation de réacteurs biologiques séquentiels (RBS) et les systtmes UASB (Upflow



Anaerobic Sludge Blanket) pour le traitement du lisier de porc (Massé et al, 1996; Ng,
1989; Ferreira et al, 2003).

Dans tous ces cas, la flore bactérienne des traitements anaérobies posséde comme
caractéristique de transformer les nutriments en CO; et en CH,, ce dernier pouvant étre
récupéré pour fins €nergétiques. Dans les bioréacteurs, elle forme préférentiellement des
flocs ou granules bactériens, ce qui augmente la densité de bactéries par unité cube et lui
assure une meilleure rétention dans le réacteur dii a sa sédimentabilité accrue. Un des
avantages principaux des réacteurs anaérobies est leur capacité 4 produire peu de boues
pour un maximum d’activité, donc moins de problémes dus a I’élimination de ces
dernieres. Cependant, ils requiérent un temps de rétention hydraulique plus long que les
traitements aérobies et ne peuvent traiter des effluents industriels trés chargés
(Schwarzenbeck et al, 2005). La flore du systeme est cependant plus sensible aux arréts

imprévus du systéme de traitement que celle des réacteurs aérobie.

1.1.3 Traitements aérobies
Outre les traitements anaérobies, plusieurs études ont été effectuédes sur ’efficacité des

traitements a€robies du lisier et autres substances riches en matieéres organiques.
Différents procédés sont rapportés dans la littérature : systémes de lagunes
compartimentées et aérées (de la Noiie et al, 1994), systémes de boues activées dans de
grands bassins ou de petites enceintes ayant une forte agitation (Atlas et Bartha, 1997),
systemes de biofiltres aérés (Doyle et al, 1986, Westerman et al, 2000). Des réacteurs
biologiques séquentiels ol deux bioréacteurs aérobies et/ou anaérobies sont couplés, ont
€galement été utilisés pour divers effluents tel le lixiviat de terrains de remplissage, le
lixiviat d’écorce, le lisier de porc etc. (Kalyuzhnyi et al, 2003 ; Frigon et al, 2003 ;
Ferreira et al, 2003). Une caractéristique avantageuse des traitements aérobies du lisier de
porc, par rapport aux réacteurs anaérobies, est la stabilisation et I’élimination par la flore
indigéne des substances du lisier qui sont responsables des odeurs nauséabondes (Ndegwa
et al, 2003).



Un probléme majeur des traitements aérobies est la production importante de boues de
traitement, 6 fois plus élevée que chez les traitements anaérobies, causées par la
multiplication des microorganismes du réacteur ou des lagunes. En effet, tout systeme
aérobie devrait &tre congu de facon a ce que le taux de conversion des matieres
organiques soit maintenu sous le niveau maximal de croissance des bactéries, de fagon a
limiter leur croissance (Mulder et al, 2001). Les boues engendrées par les traitements
anaérobies peuvent également étre problématiques puique le type de traitement ne permet
pas I’oxydation complete des substances organiques. La quantitié de matiére organique
résiduelle devra étre réduite avant que les boues puissent étre disposées de fagon

sécuritaire pour I’environnement.

Un exemple de bioréacteur aérobie est le réacteur séquentiel en batch (SRB) développé
dans les années 1970. Comme son nom I’indique, ce réacteur est alimenté par batch, ou
chaque batch est traitée par la flore indigéne, suivi par un cycle de repos ou la tlore
sédimente au fond du réacteur. Pour certains SBR & basse capacité de tampon
hydraulique, un cycle festin-famine est appliqué pour assurer une meilleure stabilité de la
population microbienne tout en permettant aux bactéries, lors de la période de famine,
d’utiliser les nutriments qu’elles auront emmagasinés pendant la période de festin
(Wilderer et McSwain, 2004). La biomasse du SRB est préférentiellement sous forme de
biofilm (granulée ou sur un support artificiel) qui comme mentionné plus haut, possede
un temps de rétention plus élevé et une meilleure sédimentabilité que la biomasse en
suspension. Cependant, la diffusion des nutriments dans le biofilm est un facteur limitant
Iefficacité du réacteur (Wilderer et al, 2004). En contrepartie, différentes couches du
biofilm peuvent contenir divers types de populations se complémentant dans leur activité.
De plus, dans les couches internes, il est possible de retrouver un micro-climat anaérobie
permettant la croissance de bactéries anaérobies pouvant étre bénéfiques pour I’efficacité
du réacteur. Une activité de nitrification et de dénitrification a d’ailleurs €t€ observée dans

plusieurs SRB sans qu’il y ait de cycles aérobie/anaérobie (Wilderer et McSwain, 2004).
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1.1.4 Traitement aérobie thermophile
Le métabolisme catabolique des bactéries produit naturellement de I’énergie. Dans un

réacteur contenant un substrat possédant une DCO minimale de 20 000 & 25 000 mg/L
tout en étant bien aéré, I’activité de la flore bactérienne peut mener a I’augmentation de la
température du réacteur (Banat et al, 2000). Si ce dernier est bien isolé et les pertes de
chaleur minimisées, cette température peut se maintenir et dépasser les 45°C. Selon
LaPara et Alleman (1999), un bioréacteur fonctionnant a des températures supérieures 2
45°C serait considéré comme un processus thermophile bien que la définition d’une
bactérie thermophile dit que cette derniére doit pouvoir croitre a des températures
supérieures 2 55°C. Etant donné que I’efficacité du métabolisme bactérien dépend de la
concentration en oxygene du réacteur et que la demande en oxygéne pour un bioréacteur
thermophile est de 14% plus élevée qu’un réacteur mésophile, un aérateur 4 haute
efficacité de transfert d’oxygeéne devra étre utilisé pour minimiser les pertes de chaleur.
Un aérateur fonctionnant par aspiration d’air (de type Venturi) limite bien les pertes de
chaleur (Jutcau et al, 2004). Le métabolisme rapide des bactéries du bioréacteur
thermophile les rend moins susceptibles aux variations du substrat, de température et de
PH que les flores ana€robies. Les réacteurs thermophiles sont caractérisés par un taux de
dégradation plus €levé, ainsi que par une production plus faible de boues, bien que ces
dernieres soient plus difficiles & séparer de I’effluent (LaPara et Alleman, 1999). Il en
résulte une durée de traitement généralement plus courte que leur contrepartie mésophile.
De plus, 1l a €té noté que la qualité de I’effluent traité des réacteurs aérobies thermophiles
€tait supérieure a celui des traitements conventionnels anaérobies (Sonnleitner et Bomio,
1990). LaPara et al. (2000a) constatent cependant que la capacité a digérer différents
substrats par la flore d’un réacteur thermophile était moindre que celle des bioréacteurs
mésophiles dit a une diversité plus faible, ce qui, en fin de compte, diminuait la qualité

finale de I’effluent traité.

Selon une étude de Branconnier et al. (1998), une température de traitement élevée,
permettrait d’éliminer les bactéries pathogénes du lisier beaucoup plus rapidement qu’en
températures mésophiles. La majorité des bactéries pathogénes sont mésophiles et

meurent a des températures avoisinant 45-50°C. Certaines bactéries sporulantes sont plus



résistantes a la chaleur, tel Clostridium sp. A 40°C, une période de 40 jours de
stabilisation doit étre respectée pour la destruction des pathogénes. A 50°C, 55°C, 60°C,
et 70°C, une période de 3 jours, 15 heures, 2 heures, et 7 minutes respectivement serait
suffisante pour éliminer les pathogénes du réacteur en absence de solides (Mohaibes et
Heinonen-Tanski, 2004). En pratique, des temps plus longs de rétention ont été observés
pour la destruction totale des microorganismes pathogénes, i.e 36h a 55°-60°C a pH 8.0
(Tremblay, 2003; Carrington et al, 1998). Juteau et al. (2004) ont pu démontrer
I’élimination de Clostridium d’un bioréacteur thermophile traitant le lisier de porc apres 3

jours de traitement a 60°C.

Un réacteur aérobie thermophile particulierement performant a ét€ développé par
IPUSEPA (1990) pour traiter des effluents liquides. Ce dernier se base sur la capacité
auto-chauffante du métabolisme bactérien mentionné plus haut. L’efficacité de réduction
de la demande chimique en oxygene (DCO) de ’ATAD (Autothermal Thermophilic
Aerobic Digestion) était évaluée a 40-45%. Dans certains réacteurs, une réduction de la
DCO, variant entre 70-90%, et une réduction allant jusqu’a 98% de la demande
biologique en oxygene (DBO) a pu étre observée en 3 jours (Barr et al, 1996; Beaudet et
al, 1990; Juteau et al, 2004). Bien que ce réacteur ne soit pas appropri€ a la base pour des
effluents trés chargés, plusieurs études ont démontré la possibilité de modifier I’ingénierie
de ’ATAD pour I’adapter aux déchets plus chargés en matiéres organiques tels le lisier

de porc (Juteau et al, 2004), et les déchets de I’industrie alimentaire (Black et al, 1982).

1.1.5 Biotraitement thermophile du lisier de porc a ’INRS-IAF
Dans les années 80, une équipe de I'INRS-IAF a étudié plusieurs facettes du traitement

aérobie du lisier de porc (Bisaillon et al, 1984; Bourque et al, 1987; Blouin et al, 1990; St-
Arnaud et al, 1991) et ont conclu qu’un traitement aérobie thermophile permettait
d’obtenir, en une seule étape, une stabilisation rapide du lisier, I’élimination des
substances malodorantes et la destruction des pathogenes (Beaudet et al, 1990). De plus,
I’augmentation du pH autour de 9 au cours du traitement, la température élevée et
I’aération permettaient la volatilisation de I’ammoniac et sa récupération sous forme de

sel d’ammonium concentré dans un milieu aqueux acide. Bien que ces essais aient €té
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effectués a petit volume avec un systéme de chauffage externe, ces résultats montrent tout
le potentiel de I’approche aérobie thermophile dans le traitement du lisier de porc. Au
début des années 2000, Juteau et al. ont étudié le traitement aérobie thermophile du lisier
de porc dans des réacteurs auto-chauffant de 50 litres (38 litres utiles) dans des conditions
réalistes par rapport a un traitement a pleine échelle (Juteau et al, 2004). Le lisier utilisé
provenait de la préfosse d’une porcheric effectuant I’engraissement des porcs. Les
bioréacteurs ont €t€ initialement inoculés avec des boues activées provenant d’une usine
de traitement des eaux usées, d’un extrait de compost et d’un inoculum enrichi, lentement
adapté€ au lisier de porc et aux températures thermophiles (boues activées + compost). En
utilisant des aérateurs de type Venturi, des températures de 75° C ont été atteintes sans
chauffage externe. Ces conditions €taient toutefois peu propices a I’activité des bactéries
ou les meilleures performances de réduction de la DCO étaient obtenues 2 50° C. Afin de
permettre I’€limination des microorganismes pathogénes, une température de 60° C a été
utilisée. Dans ces conditions, ils ont obtenu une baisse de 98% de la DBOs, la
stabilisation du lisier et I’élimination des mauvaises odeurs. Les conditions du traitement
favorisent aussi la volatilisation de I'ammoniac et sa récupération sous forme de sel
d’ammonium concentré (Beaudet et al, 1990; Juteau et al, 2004). Quant aux fortes
concentrations de phosphore soluble du lisier, le pH alcalin obtenu au cours du traitement
permet sa précipitation sous forme de struvite (MgNH4PO4-6H,0) et d’hydroxyapatite
(CasOH(PO,)s) (Tremblay, 2003; Juteau et al, 2004; Suzuki et al, 2002). Dans le procédé
développé, la récupération des solides par centrifugation était effectuée aprés le traitement
thermophile ce qui permettait I’obtention de solides de meilleure qualité en terme de
densité, de phosphore, d’odeur et de stabilité comparativement aux solides obtenus du
lisier non traité. A I’inverse des procédés qui comprennent des étapes de nitrification et de
dénitrification, celui-ci a I’avantage de récupérer I'azote et le phosphore du lisier et

permettre éventuellement leur utilisation comme fertilisant en agriculture.

1.1.6 Flore microbienne des traitements aérobies thermophiles
La flore microbienne est a la base de I’activité des biotraitements d’oti I'importance de

mieux connaitre les espéces bactériennes qui la composent. La grande concentration de

matieres organiques indique la présence majoritaire de bactéries aérobies hétérotrophes. Il
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est cependant notoire que moins de 1% des organismes présents dans un échantillon d’un
gramme de sol sont cultivables par les méthodes classiques (Amann et al, 1995).
Plusieurs bactéries ont pu étre isolées et identifiées a partir des différents traitements
aérobies thermophiles. En effet, plusieurs auteurs (Beaudet et al, 1990; Siiriicii, 1999;
Juteau et al, 2004b; Gagné et al, 2001; Lapara et Alleman, 1999; Tiago et al, 2004) ont pu
démontrer la présence de différentes espéces mésophiles et thermophiles de Bacillus ainsi
que la présence de Thermus, Ureibacillus, Geobacillus et différents actinomycetes par les

méthodes traditionnelles. En particulier, Geobacillus stearothermophilus a été retrouvé

dans une majorité de bioréacteurs thermophiles.

Selon Wagner et al. (1993), les méthodes traditionnelles d’isolement de bactéries seraient
inadéquates pour étudier convenablement la diversité d’une population microbienne. Par
conséquent, plusieurs méthodes ont été mises au point pour parer a la difficulté d’isoler
de nouvelles espéces en culture pure. Le gel d’électrophorése a gradient de densité (PCR-
DGGE) représente I'une de ces méthodes. Ce dernier se base sur le principe
d’électrophorése sur gels d’agarose et sur I’amplification partielle par PCR du gene
codant pour I’ ARN ribosomal. La présence d’une espéce microbienne dans un échantillon
est mise en évidence par I’apparition d’une bande particuliere a cette espéce sur le gel.
Cette méthode présente comme avantage majeur de ne pas requérir d’étape nécessitant
I’utilisation de milieux de culture, ce qui élimine le biais causé par I’'impossibilit€¢ de
cultiver la majorité des bactéries provenant de I’environnement. De cette fagon, 1l est
possible d’obtenir une idée précise des populations présentes dans un échantillon et de
leur abondance relative (LaPara et al, 2000a). La fiabilit€¢ de cette méthode n’est
cependant pas totale, la présence d’une bande ne représentant pas toujours une espece

unique.

Plusieurs études ont été menées sur les flores provenant des bioréacteurs et des
compostages thermophiles utilisant le PCR-DGGE. LaPara et al. (2000b) démontrent que
la diversité de la population bactérienne des réacteurs thermophiles serait moins €levée
que celle des bioréacteurs mésophiles. Le réacteur aérobie thermophile possede plusieurs

phases de températures, mésophile et thermophile, favorisant différentes populations
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actives. Selon une expérimentation menée par LaPara et al. (2000b) sur des réacteurs
acrobies thermophiles en continu traitant des eaux usées synthétiques, seul un petit
nombre d’espéces (25) serait présent dans le réacteur pour I’ensemble des échelles de
température du réacteur. Ainsi, selon la température du réacteur, il était possible
d’identifier différentes espéces spécifiques a une échelle de température particuliere.
LaPara et al. (2000b) ont identifié différents isolats provenant du groupe des B-
protéobactéries ainsi que plusieurs espéces anaérobies. En tout, seulement 10 bandes
représentant chacune une espéce bactérienne sont apparues sur PCR-DGGE a partir d’un

échantillon provenant d’un réacteur a 65°C.

Dans cette €tude ainsi que pour d’autres réacteurs traitant les eaux usées d’usines de pétes
et papier ou de fermentation, aucune espéce de Bacillus n’a pu étre identifiée (LaPara et
al, 2000a), et ce, malgré le fait que les méthodes de culture conventionnelles indiquaient
la présence majoritaire de ce genre dans les traitements (Sonnleitner et Bomio, 1990 ;
Beaudet et al, 1990; Juteau et al, 2005). Dans le bioréacteur développé par Juteau et al.
(2004, 2005), Iutilisation du PCR-DGGE a démontré I’abondance des Bacilli
(Geobacillus sp., et Bacillus sp.) dans le traitement thermophile du lisier de porc. De
méme, cette classe est €galement présente en forte abondance dans les composts
thermophiles (Dees et Ghiorse, 2001; Ishii et Takii, 2003). Plusieurs espéces inconnues
ou non cultivées de type Bacillus ont aussi été retrouvées dans les bioréacteurs ou dans
les composts avec I’aide du PCR-DGGE (Dees et al, 2001; Juteau et al, 2004b). Dees et
al. (2001), par exemple, ont identifi€ d’un compost hyperthermophile, une espece
bactérienne inconnue de type Bacillus qu’ils ont nommée pPDI14 et qu’ils n’ont pu
cultiver. Cette nouvelle espéce représentait I’espéce bactérienne la plus fréquemment
retrouvée dans ce compost. Ces bactéries ont également été retrouvées dans le
bioréacteur aérobie thermophile traitant le lisier de porc développé par Juteau et al.
(2004a, 2004b) qui sont parvenus a en isoler plusieurs souches en culture pure sur un
milieu a base de lisier partiellement traité (non publié). Il convient donc de mentionner la
diversit€¢ des populations microbiennes retrouvées dans diftérents bioréacteurs
thermophiles selon la provenance des eaux usées ou de I'effluent traité (Juteau et al,

2004b).



1.1.7 Les bactéries thermophiles

1.1.7.1 Généralités

Plusieurs habitats naturellement thermophiles sur la terre abritent une flore bactérienne
spéciale, supportant les hautes températures. 1l existe plusieurs catégories de bactéries
poussant a des températures supérieures a 55°C. En effet, les bactéries dites thermophiles
ont une température optimale de croissance supérieure a 55°C, alors que celles poussant a
des températures supérieures a 65°C sont considérées comme étant des thermophiles
extrémes, et celles croissant a 80°C et plus sont nommées hyperthermophiles.
Fréquemment, les bactéries thermophiles (toutes classes confondues) sont retrouvées dans
des environnements extrémes mis a part le facteur température. Par exemple, des pH treés
acides ou tres basiques ou un degré de salinité tres élevé ou faible peuvent €tre associés
aux températures €levées (Wiegel et Kevbrin, 2004). Pour illustrer ceci, prenons comme
exemple les bactéries aérobies strictes hyperthermophiles qui requierent toutes
obligatoirement un pH inférieur a 4.0 pour leur croissance. Plusieurs microorganismes
thermophiles sont connus depuis plus de 100 ans comme par exemple, Geobacillus
stearothermophilus (préalablement classifié comme Bacillus stearothermophilus). Bien
qu’il y ait a la fois des bactéries aérobies et anaérobies thermophiles, seules les bactéries

aérobies thermophiles seront retenues dans cet ouvrage.

La distribution géographique des bactéries thermophiles semble étre beaucoup plus
étendue qu’initialement présentée. Les sources géothermales, cheminées hydrothermales
en mer profonde ainsi que les champs d’huile a haute température, ont depuis longtemps
été identifiées comme étant I’habitat naturel des bactéries thermophiles (McMullan et al,
2004; Wiegel, 1998). Des genres tels Thermus, Thermomicrobium, Geobacillus, Bacillus
et Symbiobacterium, entre autres, ont pu en étre isolés ( Brock et Freeze, 1969; Rhee et al,
2002; Wiegel et Kevbrin, 2004; Montanari et al, 2004; Schiffer et al, 2004; McMullan et
al, 2004). Les bioréacteurs thermophiles et autres milieux thermophiles créés par
I’activité humaine sont une autre source ou des microorganismes thermophiles peuvent
étre isolés et identifiés. Il serait raisonnable de croire que la présence de bactéries
thermophiles se limiterait a ces milieux adaptés a leurs besoins de croissance. Marchant et

al. (2002) ont cependant démontré que des bactéries thermophiles extrémes et
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hyperthermophiles peuvent étre retrouvées de fagon ubiquitaire dans I’environnement
apres enrichissement de différents échantillons de sol provenant de divers endroits de par
le monde. Bien que ces microorganismes ne puissent croitre dans ces sols, en moyenne 10
espéces ont néanmoins pu étre identifiées par RFLP dans chaque échantillon analysé, ce
qui amene les auteurs a se questionner sur la fonction de ces microorganismes dans

I’environnement.

1.1.7.2 Besoins nutritifs des bactéries thermophiles
Les besoins nutritifs des bactéries thermophiles sont différents de ceux des bactéries

mésophiles. En effet, plusieurs auteurs ont noté un besoin particulier de vitamines,
d’acides aminés tels I’histidine, la méthionine, la thiamine et la riboflavine, mais aussi de
calcium et de magnésium pour stimuler ou permettre la croissance des bactéries (Siiriicii,
1999). Chez les Bacillus, par exemple, certaines espéces nécessitent 1’ajout d’urée, de
chlorure d’ammonium, ou méme d’ammoniac pour croitre (Mair, 1986). De plus,
certains probleémes peuvent survenir lorsque la température de croissance optimale de la
bactérie devient plus élevée que 75°C. En effet, Kim et Lee (2003) notent une
transformation des sucres et acides aminés d’un milieu par réaction de brunissement de
Maillard a des températures de 90°C et plus, alors que Park et Lee (2000) constatent le
comportement létal du L-pyroglutamate formé par la transformation du L-glutamate sous
I'effet de la température a partir de 75°C. 1l faut également considérer I’utilisation des
agents gélifiants plus thermostables que 1’agar, comme par exemple, du polysilicate ou de
la gomme de gellan (Gelrite). Certaines bactéries hyperthermophiles ne peuvent pas

croitre sur milieu solide (Huber et al, 2000).

1.1.7.3 Les Bacillaceae
La famille des Bacillaceae est un groupe fort diversifié de batonnets Gram positifs,

sporulés ou non, croissant a des températures psychrophiles, mésophiles, thermophiles et
a des pH acides, basiques ou neutres. Il y a également mention d’especes de Bacillus
anacrobies aérotolérants bien qu’en général cette famille comporte majoritairement des
especes acrobies strictes. Plus particulierement, le genre Bacillus est particuliérement
hétérogéne mais la production d’endospores est essentielle a la classification de nouvelles

especes dans ce genre (Mair, 1986). Les bactéries du genre Bacillus sont, de surcroit, trés
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utilisées en production industrielle pour leur capacité a produire de grandes quantités de
protéines, ou pour leur métabolisme rapide et efficace (Schallmey et al, 2004). Certaines
espéces sont méme placées sur la liste du GRAS (considéré généralement comme
sécuritaire) de la FDA. Bacillus est fréquemment retrouvé en forte majorité dans
différents biotraitements par bioréacteur ou par compostage de diverses eaux usées,
boues, etc. Plusieurs espéces inconnues thermophiles et mésophiles fortement apparentées
aux Bacillus ont pu étre identifiées par PCR-DGGE ou par RFLP de ces biotraitements
(Gagné et al, 2001; Juteau et al, 2004b; Dees et Ghiorse, 2001).

En 2001, Nazina et al. ont procédé a la reclassification des Bacillus du groupe 5 dans le
nouveau genre Geobacillus, groupe thermophile aérobie stricte homogene ou la similarité
des geénes codant pour I’ARN ribosomal 16s s’éleve entre 98.5-99.2%. Geobacillus
stearothermophilus a été considérée comme la souche type du genre. Les Geobacillus
sont fortement répandus dans I’environnement. lls ont été isolés a partir de plusieurs sols
de par le monde, dans des champs d’huile thermophiles, des sources géothermales et des
bioréacteurs thermophiles (Schiffer et al, 2004; Hawumba et al, 2002; Kuisene et al,

2004, McMullan et al, 2004).

1.1.7.4 Les thermozymes
Beaucoup d’études ont porté sur les bactéries thermophiles et a leur habilité a produire

des enzymes thermostables. Ces dernieres ont par ailleurs été nommées thermozymes di
a leur optimum d’activité et a leur stabilité qui se situent au-dela de 60°C. Les enzymes
ayant leur activité maximale au-dessus de 80°C sont considérées comme des enzymes
hyperthermophiles (Li et al, 2005). Bien que les thermozymes possédent les mémes
mécanismes d’action que les enzymes mésophiles, elles sont cependant légerement
différentes quant a leur structure, ce qui leur permet d’améliorer leur stabilité (Zeikus et
al, 1998). Différents mécanismes sont employés, dont I’addition de ponts salins
supplémentaires, d’interactions hydrophobiques et de liens hydrogenes. L’utilisation de
différents acides aminés, telles les isoleucines, les alanines et les prolines en plus grande
quantité dans les centres hydrophobiques, assure une meilleure efficacité d’organisation
de la protéine (Bruins et al, 2001). La rigidité des thermozymes a la température de la

piéce est beaucoup plus élevée que pour les mésozymes, mais redevient fluide (active) a
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des températures thermophiles (Zeikus et al, 1998). On note aussi une meilleure stabilité
des thermozymes pour une plus grande variété de pH, de salinité, de concentrations en
solutés, etc. Les thermozymes peuvent donc étre utiles dans différentes applications

industrielles ol elles remplacent avantageusement les mésozymes.

Un avantage majeur a I’utilisation de thermozymes en procédé industriel est la possibilité
de conserver I'activit€ enzymatique désirée en conditions thermophiles, tout en prévenant
la croissance de bactéries pathogenes présentes dans le milieu de réaction lorsque la
température est supérieure a 70°C, et ce, en réduisant la viscosité des fluides (Bruins et al,
2001). Les conditions thermophiles peuvent également permettre la destruction des
pathogenes. Ainsi, des thermozymes agissant sur les sucres, les lipases, les estérases et
autres substrats ont déja €t€ utilisées dans différents domaines d’application tels
I’alimentation humaine et animale, I’industrie des détergents, des pétes et papier, du
tannage, etc. (Pantazaki et al, 2002; Kirk et al, 2002). Le rdle des enzymes en industrie

sera discuté dans la section suivante de ce mémoire.

1.2 Les enzymes dans I’industrie

1.2.1 Généralités

Depuis plusieurs années, I'intérét pour les enzymes en industrie a considérablement
augmenté proportionnellement au nombre croissant d’applications qu’elles ont
démontrées. Au niveau mondial, le marché des enzymes est évalué entre 1.5 a 2 milliards
de dollars (Godfrey et West 1996; Kirk et al, 2002) réparti en plusieurs secteurs d’activité
telle I'alimentation humaine et animale, les pites et papier, ainsi que les textiles et
détergents. La plus grosse part du marché va au domaine dit technique c’est-a-dire, aux
pites ct papiers, aux textiles et détergents, a ’alcool-essence, a I’amidon et au cuir (Kirk
et al, 2002). Le domaine de I’alimentation humaine et le domaine de 1’alimentation
animale viennent en dernier lieu. L’intérét pour les phytases, les cellulases et
hémicellulases est a I’origine d’un grand développement du marché des enzymes dans les
domaines de I’alimentation animale et dans I’industrie de production d’aliments de cette

derniére décennie.



La majorité des enzymes utilisées en industrie sont hydrolytiques. Les protéases sont
particuliéerement utilisées dans les procédés de fabrication de fromage, de yogourt, etc.
Leur implication dans les détergents permet d’éliminer différentes substances naturelles,
telles les taches de fruits, par exemple. Les protéases sont également utilisées depuis peu
dans le dépoilage et le battage des peaux de cuir, en remplacement de certains produits
toxiques (Rao et al, 1998). Les carbohydrases sont placées en deuxiéme position apres les
protéases pour leur implication en industrie. On les retrouve surtout dans les procédés
portant sur ’amidon, les textiles, les ‘cuissons’, I’alimentation animale, etc. (Godfrey et
West, 1996). Les applications industrielles des cellulases et hémicellulases seront traitées
plus en détail plus loin. L’émergence des lipases dans différents domaines, tels le bio-
diésel, la synthése de produits pharmaceutiques, la production d’herbicides, et les
cosmétiques attire de plus en plus I’attention et appelle a une forte croissance de leur

utilisation dans le futur (Jaeger et Eggert, 2002).

1.2.2 Les phytases

1.2.2.1 Le phytate

L’alimentation animale étant un moteur important de I’économie mondiale, plusieurs
recherches ont été effectuées afin d’améliorer I’efficacité des processus de fabrication des
aliments, augmenter I’absorption des nutriments et diminuer la pollution causée par

I’élevage d’un nombre important de bétail.

Les légumes et céréales retiennent jusqu’a 80% de leur phosphore sous forme d’acide
phytique en prévision de son utilisation lors de la germination des graines et comme
messagers secondaires dans la transduction des signaux (Vohra et Satyanarayana, 2003;
Berridge et Irvine, 1989). L’acide phytique ou le myo-inositol-dihydrogéne-phosphate
étant chargé négativement chélate les ions positifs divalents pour former des sels et 