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SOMMAIRE

La chitine, qui est Ie constituant majeur des exosquelettes d'insectes et des carapaces d'invertebres

marins, est un polymere abondant et repandu sur toute Ie surface de la terre, En region maritime,

Findustrie de la transformation des pecheries generent annuellement plusieurs milliers de tonnes de

residus chitineux (carapaces de crevettes, crabes, homards) qui sont simplement enfouis dans Ie sol

ou rejetes a la mer, Ces rejets massifs creent souvent de graves problemes de pollution en bordure

des sites de production. Le compostage de ces residus en presence d'autres intrants pourrait

permettre la revalorisation de cette biomasse chitineuse tout en offrant un produit final ayant des

caractenstiques fertilisantes et phytoprotectrices. Les trois pdncipaux intrants utilises ont ete les

carapaces de crevettes^ la tourbe et les sciures de bois,

Cette etude fait partie d'un tout ou chaque aspect de la faisabilite d'un tel compost, de son

elaboration jusqu'a sa production a grande echelle, ont ete etudies par diverses branches de la

biologie, du genie et des sciences humaines. Dans ce travail, nous avons privilegie 1'etude des

variations des populations bacteriennes au cours du processus de compostage en mettant 1'accent sur

les groupes capables de Fhydrolyse de la chitine et de la cellulose qui sont deux polymeres abondants

dans nos composts. La methode de denombrements des cellules viables sur boites de Petn a ete la

principale technique utilisee, Puis sont venues se greffer une technique de denombrement direct en

utilisant un fluorochrome et une technique d'extraction et d'analyse des acides gras microbiens du

compost,

Les populations bacteriennes totales, cellulolytiques et chitinolytiques varient au cours du compostage

sous 1'influence de certains facteurs environnementaux ou selon Ie fait que Ie compost soit amende

ou non. Les populations bacteriennes diminuent pendant la phase thermophile mais sont fortement

stimulees par des amendements en carapaces de crevettes en cours de compostage. Les variations

des populations bacteriennes cellulolytiques et chitinolytiques sont identiques dans presque tous les

essais de compostage. Certaines bactenes du genre Streptomyces proliferent dans les composts a
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partir du milieu de la phase thermophile et deviennent ensuite majoritaites pendant la maturation des

composts. Au niveau microbiologique, 1'utilisation des sciures de resineux en remplacement des

sciures de feuillus ne semble pas affecter la microflore quant a son nombre, U a aussi ete demontre

que Ie fait d'ajouter les carapaces de crevettes seulement plus tard au cours du processus ne nuit pas

a leur degradation par les microorganismes. Ceci pourrait ofifru- la possibilite d'amender des composts

matures et stabilises afin de leur conferer les proprietes desirees. L'analyse des acides gras foumit

notamment de precieux renseignements sur les populations d'actinomycetes et de champignons

presentes dans les composts. On note une importante proliferation de champignons pendant la phase

thermophile qui est ensuite suivie d'une baisse drastique apres les amendements en chitine.
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INTRODUCTION

Le compostage

Nous vivons dans un monde ou 1'industrialisation est en constant essor. Ce phenomene nous a

pousse a abuser des ressources disponibles et a consommer de fa9on demesuree, Les hommes out

trop longtemps pense en terme de profits sans se soucier des torts causes a Fenvironnement, Les

efifets de cette production industrielle massive et de cette consommation abusive sont trop

souvent la generation de grandes varietes et quantites de dechets, Comme Ie dit Mustin (1987),

on a qu'a penser aux boues usees produites par les stations d'epuration des eaux, aux industries

extractives ou aux industries qui rejettent des polluants dans 1'atmosphere ou dans 1'eau, aux

dechets agricoles, agroalimentaires et forestiers, et, plus pres de nous, aux ordures menageres

pour constater que les dechets et residus abondent. Fort heureusement, depuis quelques annees,

des mesures ont ete prises afin de diminuer la quantite de dechets generes et de recycler une partie

de ceux-ci. Une des solutions pour la revalorisation des dechets organiques est Ie compostage,

Le compostage est un processus biologique controle de conversion et de revalorisation des

substrats organiques (sous-produits de labiomasse, dechets organiques d'origine biologique, etc.)

en un produit organique stable, hygienique, semblable a un terreau riche en composes humiques

que 1'on nomme Ie compost (Mustin, 1987). Dans la majorite des cas. Ie compostage est Ie fhiit

d'une activite microbienne aerobie intense (Blaine, 1993), Le compostage comporte plusieurs

applications. D est important dans Ie traitement et la revalorisation des dechets organiques. Son

produit. Ie compost, peut etre utiUse comme amendement a un sol (horticulture) ou il peut servir

comme substrat selectif (culture de champignons) (Blaine, 1994), La culture dite biologique et

la reduction de 1'emploi des engrais chimiques gagnent de plus en plus en popularite aupres des

agriculteurs. Cependant, meme si Ie compost est un bon conditionneur de sol car il apporte des

nutriments aux plantes, il peut rarement competitionner avec les engrais de synthese. Par contre,



Ie compost a un avantage sur les engrais de synthese car en plus de sa valeur fertilisante, il

apporte au sol de la matiere organique, ce qui peut limiter 1'erosion des sols (Mustin, 1987; Atlas

et Bartha, 1993).

II existe differentes techniques de compostage, dependemment des dechets ou biomasses a

composter et du type d'installation dont on dispose, On peut tout d'abord composter en tas, de

forme conique ou pyramidale (Blaine, 1993) ou en andain. II s'agit d'un tas de compost qui a un

maximum de 3 metres de haut et qui peut avoir plusieurs metres de longueur, On peut aussi

composter en fosse, dans un trou au niveau du sol amenage a cet efifet. Pour ces 3 premieres

techniques, I'aeration peut etre soit forcee par un systeme de ventilation ou mecanique par

brassage et retoumement du tas de compost. Fmalement, Ie compostage peut etre effectue en silo-

couloir ou en fermenteur (Mustin, 1987),

Facteurs influen^ant Ie compostage

La temperature

Comme il a ete dit phs haut. Ie processus de compostage est Ie fhrit d'une activite microbienne

intense (Blaine, 1993). Les reactions de biodegradation et d'oxydations partielles de la matiere

organique qui ont lieu a 1'interieur d'un compost out pour efifet de produire de la chaleur qui est

conservee a Pinterieur du tas de compost (Mustin, 1987), La temperatire peut varier

enormement durant Ie compostage; pendant les phases mesophiles, les temperatures peuvent

etre de 20 ^ 30°C alors que pour les phases thermophiles, les temperatures grimpent jusqu'a 50

a 70°C et parfois davantage (Suler et Finstein, 1977). La plus haute temperature enregistree lors

d'un processus de compostage est de 82 C (Finstein et al., 1986), Les temperatures elevees sont

une des caracteristiques des systemes en compostage et signifient la presence d'une grande

activite metabolique microbienne et done d'une grande vitesse de decomposition des substrats.



Lorsque la temperature du compost est inferieure a 20°C, la vitesse de decomposition est lente

mais lorsqu'elle grimpe au dessus de 20°C, la vitesse de decomposition augmente rapidement

(Blaine, 1993), Parce que 1'activite microbienne est fortement influencee par la temperature,

plusieurs chercheurs se sont penches sur la question de la temperature optimale pour Ie

compostage (Jens et Regan, 1973; MaxGregor et al., 1981; McKinley et Vestal, 1984; Nakasaki

et al, 1985; Suler et Fmstein, 1977). Les reponses etaient assez variables et se shuaient entre 35

et 65 C dependamment des biomasses compostees, Cependant, Ie taux de decomposition est

maximal lorsque la temperature se situe entre 50°C et 60°C. La temperature est un facteur selectif

tres puissant (Atlas et Bartha, 1993). Les hausses de temperatures ont de grandes influences sur

les populations microbiennes qui deviennent vulnerables lorsque celles-ci excedent leurs

temperatures optimales de croissance (Mustin, 1987). Les hautes temperatures sont benefiques

car elles permettent 1'elimination des microorganismes pathogenes (salmonelles, streptocoques

fecaux, coliformes fecaux, etc) dans les composts (Blaine, 1993; Burge et al., 1978; Savage et

al., 1973; Wiley et Westerberg, 1969).

L'humidite

L'humidite est un facteur physique tres important mais souvent neglige dans les processus de

compostage (Mustin, 1987). L'eau est essentielle pour les besoins physiologiques des

microorganismes, pour les milieux de colonisation bacterienne et comme milieu pour les

echanges gazeux. fl s'agit d'un facteur limitant la colonisation microbienne si elle est trop grande

ou trop faible. L'humidite optimale est souvent definie comme etant Ie taux d'humidite maximal

qui ne restreint pas la presence et la diffusion de 1' 0^ essentielle pour la respiration des

microorganismes dans Ie compost (Blaine, 1993; Mustin, 1987). La teneur en eau optimale d'un

compost depend surtout des biomasses a composter et de leur capacite de retention d'eau

(Mustin, 1987; Blaine, 1993; Suler et Finstein, 1977), La teneur en eau a tendance a diminuer

pendant Ie compostage (perte sous forme de vapeur d'eau) sous 1'action conjuguee de la montee



de temperature, du brassage et retournement du compost ou de 1'aeration par ventilation

(Mustin, 1987), Une teneur en eau sous la barre des 40-45% peut devenir un facteur limitant

surtout en ce qui a trait a la smvie des populations de microorganismes (Miller, 1989; Mustin,

1987). En general, pour les biomasses les plus souvent rencontrees en compostage, une teneur

en eau entre 55 et 75% s'avere adequate (Blaine, 1993).

L'aeration

La production de chaleur et Ie taux de decomposition sont affectes par la quantite d'oxygene, En

general, des conditions anaerobies ne sont pas souhaitables durant Ie compostage meme si certains

processus particuliers de compostage out lieu en absence d'oxygene (Gray et al, 1971). Dans Ie

sol, des conditions aerobies et anaerobies peuvent coexister a proximite 1'une de 1'autre. Le meme

phenomene peut etre rencontre dans les composts surtout si les composts sont trop humides ou

mal aeres (Greenwood, 1961), Les conditions anaerobies amenent la formation de metabolites

intermediaires qui occasionnent des problemes durant Ie compostage. On parle ici d'acides

organiques volatiles (propanoique et butanoique), de composes soufres et azotes (Blaine, 1993),

et d'autres composes (phenols, indoles, mercaptans) causant de serieux problemes d'odeurs

( Mathur et al,, 1986). Ces odeurs peuvent egalement attirer des insectes indesirables ( Mathur

et al., 1986), Certains acides organiques produits en condition anaerobies sont toxiques pour les

plantes. Les composts contenant ces acides peuvent demeurer phytotoxiques pour plusieurs

annees (Hoitink, 1980). Le produit final du compostage en conditions anaerobies est done

souvent tres peu fertilisant (Blaine, 1993). L'aeration des composts est tres importante pour

eviter tous les problemes occasionnes par un manque en 0^. La difiEusion de 1'C^ depend entre

autres de la porosite des substrats, de la grosseur des particules, du pourcentage d'humidite, etc.

(Blaine, 1987). U est done important que les systemes de compostage soient construits afin

d'avoir une ventilation forcee (Goldstein, 1988) ou qu'une bonne methode d'aeration mecanique

soit effectuee afin d'assurer des conditions aerobies adequates (Mustin, 1987).



LepH

Le pH est un parametre important et determinant pour composter avec succes car les bacteries,

et, plus particulierement. Ie groupe des actinomycetes, sont tres sensibles aux pH acides (pH<7)

(Blaine, 1993), Dans la section precedente, nous avons vu que les conditions aerobies sont

essentielles pour produire un compost de qualite. Sous des conditions anaerobies. Ie pH du

compost peut descendre tres bas a cause de la production d'acides organiques, Ainsi, la

croissance de plusieurs populations microbiennes est inhibee et par Ie fait meme il y a un

important ralentissement de la biodegradation (Blaine, 1993; Mustin, 1987), Un pH trap bas au

depart peut ralentir Ie processus de decomposition (Jens et Regan, 1973; Shulze, 1962), Le pH

varie habituellement de 6 a 9 dans les composts. Normalement, Ie pH augmente au cours du

compostage du a Fammomfication (-8,5), c'est-a-dire la production d'ammonium lors des

differentes reactions metaboliques, Apres la phase d'ammonification. Ie pH redescend et se

stabilise autour de 7,5-8,0 (Blaine, 1993),

Les substrats

Avant de preparer un melange a composter, il faut analyser particulierement chaque intrant ou

biomasse qui prendra part au processus. U faut penser a faire des melanges qui ne sont pas trop

denses pour que 1'aeration puisse etre adequate. Un melange de biomasses qui sont trap liquides

risquent de produire des lixiviats auxquels sont souvent associes des problemes d'odeurs et de

contamination des nappes d'eau (Mathur et al., 1985,1986). L'emploi (T agents structurants

comme les copeaux de bois, la paille ou de 1'ecorce est fortement recommande lorsque Ie melange

a composter comporte des residus animaux. Ces agents permettent d'augmenter la porosite

(interstices) du compost afin de permettre une meilleure aeration (Blaine, 1993). Le choix des

bons intrants et dans les bonnes proportions permet habituellement d'effectuer Ie compostage sur



une periode de temps plus courte (Randle et Flegg, 1985), La composition du substrat est un

facteur limitant pour les besoins nutritifs qui varient grandement chez les microorganismes,

Plusieurs types de bacteries preferent les acides amines ou autres substrats azotes alors que

d'autres preferent les substrats hautement carbones (Blaine, 1993), Un parametre tres important

a considerer pour Ie substrat est done son rapport du carbone sur 1'azote (C/N) (Mustin, 1987),

Les composes comme la cellulose ont un C/N tres eleve alors que les residus animaux ont C/N

bas car ils contiennent beaucoup d'azote, II est important de creer un equiUbre entre les

difFerentes biomasses que 1'on veut composter pour ne pas avoir de surplus ou de carence en

elements essentiels (Mustin, 1987). Le carbone est Ie principal constituant des composes

organiques. Pendant la degradation aerobie, les microorganismes consomment de 15 a 30 fois

plus de carbone que d'azote. Les bacteries peuvent utiliser un substrat ayant un C/N de 10 ou 20

et les champignons un C/N de 150 ou 200, Cependant, il a ete demontre que les meilleurs

rapports se situaient entre 30:1 et 50; 1. Le C/N decroit au fur et a mesure que Ie processus de

compostage avance et se stabilise habituellement autour de 10 (Mustin, 1987).

La chitine

Dans ce projet interdisciplinaire, nous etudions differents aspects du compostage de residus

chitineux. La chitine est Ie polymere Ie plus repandu dans la nature apres la cellulose. Ce polymere

hautement hydrophile est present dans la cuticule ou exosquelette des insectes, dans la paroi des

champignons et de certaines algues chlorophycees, mais surtout dans les carapaces d'invertebres

marins et d'eau douce comme les crevettes, crabes, homards, krill (Pennisi, 1993 ; Seng 1988;

Jeunieux et al., 1989). C'est ce polymere qui donne une structure rigide aux difFerentes carapaces.

La chitine, et par consequent, les dififerents organismes qui la synthetisent sont presents dans de

tres nombreux ecosystemes autant terrestres qu'aquatiques. C'est ce qui explique la presence

dans Ie sol ou dans 1'eau de microorganismes qui sont aptes a decomposer la chitine (Dupuy,

1991).



La chitine est Ie constituant majeur des carapaces de cmstaces (60-80%). Ces carapaces

renferment aussi des proteines et des sels inorganiques, Les carapaces de cmstaces,

essentiellement crevettes et crabes, sont d'ailleurs la source de chitine la plus facilement

exploitable (Jeunieux et al,, 1989; Seng, 1988), La chitine est un carbohydrate polymerique dont

1'unite de base est un aminosucre, la N-acetylglucosamine, Dans la molecule de chitine, les

monomeres sont lies par des liens glycosidiques P 1-4, II s'agit done d'un compose dont la

structure se rapproche de celle de la cellulose (Sanford, 1989). Certains microorganismes

produisent des enzymes extracellulaires capables d'hydrolyser la chitine sous dififerentes formes.

Les endo-chitinases hydrolysent Ie polymere de fa9on aleatoire pour produire des dimeres et des

trimeres de N-acetylglucosamine tandis que les exo-chitinases hydrolysent la chitine de haut poids

moleculaire en produisant uniquement des dimeres de NAG, Finalement, les N-

acetylglucosaminidases aussi appelees chitobiases ou N-acetyl hexoaminidases hydrolysent les

dimeres de NAG et parfois Ie NAG des extremites non-reductrices des chaines de chitine, Ceci

produit des monomeres de NAG (Shaikh et Deshpande, 1993). La NAG, qui est Ie produit final

de 1'hydrolyse de la chitine, est un aminosucre tres riche en energie et en azote et peut done etre

facilement assimile par la majorite des microorganismes.

La chitine peut aussi se retrouver, quoique plus rarement, sous une forme partiellement

deacetylee que 1'on nomme Ie chitosane. Ce chitosane est en fait un composant de la paroi des

champignons de la classe des Zygomycetes. II est possible d'extraire la chitine des carapaces de

cmstaces en les broyant et en faisant un traitement deproteinisant et demineralisant. Ensuite, une

simple deacetylation de la chitine permet d'obtenir du chitosane (Sanford, 1989; Seng, 1988). Le

chitosane peut etre hydrolyse par des enzymes comme les chitosanases et les glucosaminidases

(Boucher et al, 1992). Le produit final de 1'hydrolyse est evidemment la D-glucosamine, un

aminosucre qui est aussi facilement utilisable par les microorganismes.

Les microorganismes possedant des chitinases appartiennent surtout aux groupes des bacteries



gram-positives comme les actinomycetes et les bacteries du genre Bacillus mais certaines

bacteries gram-negatives ( Serratia, Aeromonas) possedent aussi des chitinases (Perrakis et al.,

1993),

La chitine. Ie chitosane et les oligomeres issus de leur degradation ont des proprietes biologiques

fort interessantes. Us peuvent en effet agir comme eliciteurs des mecanismes de defense des

plantes envers certains agents phytopathogenes (Hadwiger et al, 1994; Kendra et Hadwiger,

1984; Kendra et al,, 1989). Les produits mtennediaires de degradation de la chitine et du chitosane

(oligomeres) exercent aussi une action fongistatique en limitant la croissance d'un bon nombre

de champignons phytopathogenes comme Alternaria, Rhizopus, Fusarium, Venturia,

Rhizoctonia, Botrytis, etc. (Allan et Hadwiger, 1979; Hirano et Nagao, 1989).

Les industries de transformation des peches situees en bordure des cotes generent a chaque

annee plusieurs millions de tonnes de carapaces d'invertebres marins nches en chitine, Ces residus

chltineux sont soit rejetes a la mer, creant un probleme de pollution autour des usines, ou

simplement enfouis dans Ie sol ( Seng, 1988; Pennisi, 1993; Mathur et al., 1985; 1986). Dans

certains pays (Japon, Etats-Unis etc.), les residus chitineux commencent a etre revalorises. Des

usines d'extraction et de production de la chitine et du chitosane out ete mises sur pied. On utilise

ces produits ou leurs derives notamment en agriculture, dans 1'industrie des cosmetiques, dans

1'alimentation, dans Ie domaine de la sante, dans Ie traitement des dechets, etc. (Hirano, 1989;

Sandford, 1989). Le marche potentiel de ces produits aux Etats-Unis seulement serait de 1'ordre

de plusieurs centaines de millions de dollars par annee (Seng, 1988).

Chitine et compostage

Etant donne I'omnipresence de la microflore chitinolytique dans differents ecosystemes (Dupuy,

1991), les residus chitineux provenant des carapaces d'invertebres marins ne doivent pas



representer une biomasse difi&cile a composter. Au Nouveau-Bmnswick, 1'equipe de Mathur

(1985; 1986; 1988) a etudie la possibilite de composter des residus de poisson en combinaison

avec des carapaces de crabes, des algues marmes et parfbis de la tourbe, Au Maryland, des essais

de compostage avec des carapaces de crabes et des sciures de bois (Brodie, 1994) ou de la paille

(Cathcart, 1986) ont ete realises. Toutes ces eludes en sont arrivees aux memes conclusions soit

que les residus chitineux peuvent etre compostes efBcacement, Les composts produits ^ partir de

residus chitineux avaient un pouvoir fertilisant de pauvre a tres bon dependant des biomasses

compostees avec les carapaces de crustaces.

Les carapaces de cmstaces marins, une biomasse composee en grande majorite, de chitine, de

proteines et de sels inorganiques (Jeuniaux, 1989; Seng, 1988) ne representent pas un melange

equilibre d'un point de vue nutritionnel pour obtenir un faux de decomposition microbien optimal.

Les carapaces de cmstaces sont trop riches en azote. Le melange de chitine et proteines

residuelles retrouvees sur les carapaces possedent un C/N inferieur a 8:1 (Brodie et al., 1994).

De plus, la composition minerale en phosphore, en potassium et en magnesium est tres pauvre.

U faut done penser a composter cette biomasse en presence d'autres biomasses comme la tourbe,

les copeaux ou sciures de bois, la paille et les feuilles mortes qui out un C/N tres eleve. Ainsi, la

composition initiale d'un melange bien balance permettra d'atteindre un equUibre nutritionnel

pour favoriser un taux de degradation maximal.

Microbiologie des composts

La microbiologie du compostage est complexe dans sa description a cause des grandes variations

des populations suite aux changements physico-chuniques (pH, temperature, etc.) (Blaine, 1993),

Jusqu'a maintenant, peu d'etudes se sont penchees sur ce sujet (Blaine, 1993). Aucune recherche

n'a d'ailleurs ete effectuee sur la microbiologie des composts a base de residus chitineux. En ce

qui a trait a la caracterisation microbiologique des composts, les chercheurs ont souvent mis



Femphase sur des groupes particuliers de microorganismes, Finstein et Morris (1975) ont fait une

revue generale de la microbiologie du compostage afin d'identifier les principaux

microorganismes participant au compostage. Les microorganismes sont presents en tres grands

nombres dans tous les substrats destines a etre compostes et, par consequent, 1'inoculation de

microorganismes pour initier Ie compostage s'avere souvent inutile (Mustin, 1987), Au depart

du processus de compostage, la temperatire du compost depend de la temperature ambiante

(Mustin, 1987). Le processus de compostage est initie par des microorganismes heterotrophes

mesophiles (Atlas et Bartha, 1993). La premiere phase du compostage est une phase de

degradation, EUe est caracterisee par une tres forte activite microbienne (surtout des bacteries)

qui degradent les composes les plus facilement biodegradables comme les proteines, les lipides

et les glucides (Mustin, 1987). Suite au metabolisme microbien, la temperature du compost

s'eleve et peut atteindre des temperatures variant de 50 a 80 C (Mustin, 1987; Suler et Finstein,

1977). Au fur et a mesure que les temperatures augmentent, les populations de microorganismes

thermophiles succedent aux populations mesophiles (Atlas et Bartha, 1993), Cette phase

thermophile dure peu de temps et est suivie par une diminution lente de la temperature (Mustin,

1987), Ensuite, on entre dans la deuxieme phase du compostage qui est une phase de maturation.

II y a ralentissement de 1'activite microbienne du au manque de substrats facilement assimilables.

II ne reste habituellement que des composes plus difficiles a degrader comme la lignine ou la

cellulose. II y a done attaque de ces gros polymeres par les microorganismes possedant les

enzymes pouvant les hydrolyser. II s'agit done d'une phase ou la competition et les inhibitions

sont plus marquees (Mustin, 1987). Les principaux groupes de microorganismes responsables

du compostage sont les bacteries, les actinomycetes et les champignons. Les actinomycetes sont

des bacteries mats ils sont souvent traitees separement (Blaine, 1993).
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Les champignons

Les champignons sont souvent retrouves dans les systemes en compostage dans la phase de

maturation lorsque la temperature est plus basse et que les seuls substrats disponibles sont des

polymeres complexes. Ceux-ci preferent des conditions aerobiques et peuvent croitre a une large

gamme de pH (2-9). Meme si certains champignons (Geotrichium candidum, Aspergillus

fumigatus, Thermoascus aurantiacus, Torula thermophila) peuvent croitre a des temperatures

au dessus de 50°C (Finstein et Morris, 1975), la plupart des champignons sont sensibles a une

trop forte augmentation de temperature et par consequent ne se developpent pas durant la phase

thermophile (Blaine, 1993).

Les actinomycetes

Les actinomycetes sont pour la plupart des bacteries filamenteuses qui produisent des spores.

Leurs spores ne sont pas aussi resistantes que les endospores bacteriennes mais elles leur

permettent de survivre aune dessication prolongee (Me Carthy et Williams, 1991). Ces bacteries

sont aerobies et neutrophiles, c'est-a-dire que leur croissance est meilleure a des pH neutres ou

legerement alcalins (Blaine, 1993; Mustin, 1987). Plusieurs genres d'actinomycetes croissent a

des temperatures de 50-60°C et sont done considere comme etant thermophiles

(Thermomonospora) (Atlas et Bartha, 1993), Les actinomycetes peuvent utiliser une grande

variete de substrats carbones (Me Carthy et Williams, 1991) et sont bien connus pour leur

capacite a secreter des enzymes extracellulaires degradant de grands polymeres. On parle ici de

la lignine, de la cellulose, de 1'hemicellulose, de la pectine et de la chitine (Me Carthy, 1987;

Zimmermann et Broda, 1989). Les actinomycetes se developpent surtout dans les phases de

maturation du compost alors qu'il ne reste que des polymeres comme la cellulose ou la lignine

dans les composts. Les genres Streptomyces et Nocardia representent environ 90% de la

biomasse des actinomycetes presents dans Ie compost. Les actinomycetes sont souvent associes
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aux odeurs aromatiques du sol ou des composts matures (Mustin, 1987),

Les bacteries

Les bacteries out ete moms etudiees que les actinomycetes ou les champignons mais ce n'est pas

parce qu'elles sont de moindre importance. II a ete demontre que, dans des composts a base de

sciures et de boues de stations d'epuration et sous des conditions ideales, les activites de

biodegradation intense suivie de la montee de temperature dans les premiers jours de compostage

etaient essentieUement dues aux bacteries (Miller et Finstein, 1985; Strom, 1985), Des

temperatures de 60-80 C sont souvent obtenues dans la premiere semaine du compostage laissant

ainsi la place aux bacteries thermophiles, Mais quand les temperatures redescendent apres

quelques jours, les microorganismes mesopliiles qui ont survecu a la montee de temperature

(thermotolerance ou spores) reprennent Ie dessus, Dans des composts ou la phase thermophile

est maintenue artificiellement a 50-60°C pendant plusieurs jours, des bacteries du genre Bacillus

constituent la majorite des bacteries isolees. Cependant, lorsque la temperature d'incubation

atteint 65°C, Bacillus stearothermophilus est la seule espece representee (Strom, 1985). Certaines

bactenes thermophiles dont Bacillus steathermophilus, et Clostridium thermocellum sont

dominantes dans les composts (Atlas et Bartha, 1993).

Les techniques permettant Fetude microbiologique des composts

Deux types d'informations sont plus prisees en ce qui a trait aux microorganismes du compost;

premierement, leur quantite (nombre) ou leur biomasse (exprimee en unite/volume ou masse) et

deuxiemement, leur identification taxonomique au niveau de la classe, du genre et de 1'espece

(Mustin, 1987). fl existe done des techniques qui permettent de denombrer les microorganismes

ou qui permettent de calculer leur biomasse et leur activite metabolique. Certaines techniques
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permettent aussi de detecter specifiquement des groupes de microorganismes particuliers (Atlas

etBartha, 1993),

Denombrement des microorganismes

Pendant longtemps, la technique qui a ete utilisee pour les denombrements des cellules

microbiennes viables, etait celle qui consistait a diluer un echantillon de compost puis a Fetaler

sur dififerents milieux de culture (Atlas et Bartha, 1993). Cette technique permet d'utiliser toutes

sortes de variantes au niveau de la composition du milieu, de la temperature et de la duree de

1'incubation. Ainsi, pour des denombrements de microorganismes totaux, on utilise des milieux

riches en nutriments, contenant plusieurs sources de carbone et d'azote qui permettra la

croissance d'un maximum de microorganismes, Pour denombrer des populations specifiques, on

utilise des milieux selectifs ou differentiels qui permettent seulement la croissance des organismes

voulus ou qui permettent la dijfferentiation de certains microorganismes croissant sur Ie miMeu de

culture (Atlas et Bartha, 1987). Les milieux solides ensemences sont incubes pendant une

periode de temps qui permet aux bacteries de 1'echantiUon de se multiplier et de former des

colonies visibles a Foeil. Les decomptes sont obtenus en comptant chaque colonie qui represente

dans la plupart des cas la croissance d'une seule cellule (Atlas et Bartha, 1993). II a ete prouve

que la technique de denombrement sur boites de petd sous-estune les populations presentes dans

1'echantillon. EUe donne done une estimation ou un ordre de grandeur des populations presentes

dans Fechantillon (Atlas et Bartha, 1987; Kepner, 1994) Cette technique, bien qu'encore tres

utilisee, laisse done progressivement sa place aux techniques de denombrement direct des

microorganismes qui domient des resultats plus pres de la realite (Kepner, 1994),

Les techniques utilisant un microscope a epifluorescence sont les methodes les plus fiables pour

Ie denombrement direct des microorganismes dans un echantillon (Bergstrom et al,, 1986;

Schallenberg et al, 1989; Kepner et Pratt, 1994). Cette technique demande une coloration a
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F aide d'un fluorochrome, Les 2 colorants les plus utilises sont 1'acridine orange (3,6-

bis[dimethylamino]chlorure acridine) et Ie DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole). Le principe

consiste a mettre en contact I'echantillon et un colorant qui se fixe a 1'ADN des microorganismes

ce qui les rend brillants sous une lumiere fluorescente (Kepner, 1994), Ces techniques donnent

generalement des denombrements de 10 a 100 fois plus eleves que ceux obtenus par la technique

des dilutions et etalement sur des milieux de culture. Toutefois, il est souvent difl5cile de

differencier les microorganismes vivants des microorganismes morts (Atlas et Bartha, 1993),

II est aussi possible de determiner la quantite de microorganismes presents dans un echantillon

par mesure de la biomasse. Ceci nous donnera une information en unite par volume ou par masse

d'echantillon. DifFerents parametres peuvent etre etudies et peuvent nous donner une bonne

indication de la biomasse microbienne presente dans 1'echantillon etudie. On peut par exemple

mesurer la quantite d'ATP et d'adenylate total, doser la quantite de certains pigments

photosynthetiques comme la chlorophylle (algues et bacteries photosynthetiques), ou mesurer la

quantite d'ADN et de proteines (Atlas et Bartha, 1993). Finalement, 1'analyse de certams

composants formant les parois et membranes cellulaires comme les lipides par exemple peuvent

aussi nous donner des indices sur les biomasses en presence. Des etudes ont demontre que Ie suivi

des acides gras microbiens par exemple etait possible afin d'estimer certaines populations

microbiennes dans des echantillons de sol (Pennanen et al., 1996; Frostegard et al., 1993).

D'autres etudes ont aussi demontre que les patrons des acides gras sont tres particuliers d'une

espece de bacterie a une autre et qu'il est possible de les utiliser comme outil de classification

pour les bacteries (Thomson, 1993; Paradis et al., 1994; Faucher et al., 1995),

Finalement, il existe des methodes qui permettent la detection de certains groupes de

microorganismes. On parle ici de la detection immunologique ( ex; anticorps marque qui est

specifique a un groupe de microorganismes) et de la detection par sondes moleculaires ou par

PCR (Atlas et Bartha, 1993),

14



Certaines approches physiques utilisant Ie phenomene de la respiration comme base peuvent aussi

etre utilisees. On peut mesurer Ie taux de respiration grace a la production de €02, Ces mesures

nous renseignent sur la quantite de reactions metaboliques effectuees par les microorganismes

(Atlas et Bartha, 1993).

Objectifs du projet

n s'agit d'un projet multidisciplinaire regroupant des participants de plusieurs domaines tels que

Fingemerie (pour les etudes de marches et de faisabilite du compostage a grande echelle), les

sciences humaines (au niveau de la perception des agriculteurs face au compostage ) la biologie

(pour Ie developpement d'un compost a base de carapaces de crevettes, les etudes

microbiologiques) et 1'agriculture (les effets du compost sur les plantes et la microflore du sol)

Les objectifs globaux de ce projet visent a 1'elaboration d'un compost a base de residus chitineux

(carapaces de crevettes) arborant les proprietes fertilisantes, fongistatiques et phytoprotectrices

ofFertes par la chitine. Nous partons de 1'hypothese que Ie compostage de ces residus chitineux

pourrait permettre, tout en eliminant une source de dechet, d'obtenir un produit final (compost)

fertilisant qui pourrait posseder les caracteristiques apportees par les oligomeres de chitine soit

Ie pouvoir d'activer les mecanismes de defense des plantes et une action fongistatique (Kendra

et Hadwiger, 1984; Kendra et al., 1989; Hirano et Nagao, 1989), II importera de trouver la

composition optimale de chaque biomasse participant au processus de compostage et,

notamment, de determiner la quantite et Ie moment d'introduction des carapaces de crevettes

necessaires pour obtenir les oligomeres actifs dans Ie produit final.

Pour notre part, nous nous sommes donnes comme objectifs specifiques d'etudier la dynamique

des populations microbiennes au cours du processus de compostage de residus chitineux. Pour

ce faire, les populations bacteriennes totales, cellulolytiques et chitinolytiques viables seront

denombrees par la methode classique de dilutions et d'etalement sur milieu de culture. Ces etudes
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seront effectuees pour plusieurs composts, A des fins de comparaisons, en plus des

denombrements de bacteries viables, nous ferons des denombrements directs des bacteries totales

de meme que des extractions et analyses de differents acides gras microbiens presents dans

certains composts, Cette derniere technique nous permettra de dresser un profil des acides gras

microbiens et suivre leur evolution au cours du processus de compostage,
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CHAPITRE 1

MATERIEL ET METHODES

1.0 Lecomposfage

Le compostage des residus chitineux a petite echelle a eu lieu dans des contenants de plastique

de 4 litres. Ces contenants, 18 en tout, etaient regroupes dans un incubateur, Etant donne

1'impossibilite pour de si petits volumes de composts de conserver la chaleur produite par les

nombreuses reactions de biodegradation, les temperatures de compostage etaient imposees,

Ainsi, une partie du processus de compostage a ete effectuee a 30 C et 1'autre partie a 5CPC,

Trois profits de temperature ont ete utilises (figure 1).

Les contenants de plastique etaient munis d'embouts aux deux extremites pour permettre

1'aeration des composts. Celle-ci etait assuree par une pompe qui aspirait 1'air present dans

1'incubateur pour Ie faire sortir a 1'exterieur. Le temps d'aeration etait de 20 minutes et ce, 6 fois

par jour. DifiFerentes biomasses ou intrants tels les carapaces de crevettes, la tourbe, les sciures

de bois de resineux et de feuillus et Puree ont ete compostees. Les formulations a 3 mtrants se

sont averees les meilleures en ce qui a trait aux qualites fertilisantes du compost et elles

produisaient un minimum de Ibdviats. Ce sont done les melanges a 3 intrants qui seront analyses

dans ce travail. Les melanges les plus etudies ont ete les composts composes de carapaces de

crevettes, tourbe et sciures de bois en differentes proportions. Aux cours du compostage des 3

intrants originaux (crevettes, tourbe, sciures), des amendements en carapaces de crevettes ont

ete realises avec certains essais. Des amendements sur des composts commerciaux ont aussi ete

etudies.
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Figure 1. Patrons des temperatures imposees pendant les differents essais de compostage. (A)

Patron de temperature pour les premiers essais de compostage; (B) Patron de temperature

obtenus par Ie C.R.I.Q.; (C) Patron de temperature obtenu par Ie C.R.I.Q comportant une seule

phase thennophile.

Nous avons utilise la nomenclature qui est decrite ci-dessous pour identifier nos composts selon

leur composition. Nous avons associe une lettre a chaque biomasse a composter:

C,,,,,..,,, pour carapaces de crevettes
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T...,,,..,,.pourtourbe

S(F),,.... .pour sciures de feuillus

S(R)...... .pour sciures de resineux

U,,..,,.,,,.poururee

De plus, la proportion volumetrique de chaque intrant est designee par un chifi&e qui suit

immediatement la lettre du code d'identification precedent, Si aucun chifi&e ne suit une lettre,

c'est que Ie chifire un devrait etre associe a cette lettre. Ainsi, un compost CT2S(F)2 avait done

comme intrants au depart des carapaces, de la tourbe et des sciures de feuillus en proportion

volumetrique de 1:2:2, Le tableau 1 presente les differents types de composts qui ont ete etudies

dans ce travail.

Tableau 1. Liste des composts analyses dans cette etude.

composts

CTS(F)
Essai a

Essai b

Essai c

CT,S(F),

Essaia

Essai b

Essai c

conditions de compostage

non-amende

amende de 30% apres 57 jours

amende de 30% apres 78 jours

non-amende

amende de 30% apres 57 jours

amende de 30% apres 78 jours

profil de temperatures

A

A
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composts

CT,S(F),

Essaia

Essais b

c

d
e

CT,S(R),

Essais a

f

Essais b

c

d
e

g

UT,S(R),

Essai a

Essais d

e

CT,S(R),

Essaia

Essais d

e

conditions de compostage

non-amende

amendes de 30% apres 50 jours et de

10% apres 78 jours,

non-amendes

amendes de 30% apres 50 jours et de

10% apres 78 jours.

non-amende

amendes de 33% apres 21 jours

non-amende

amendes de 33% apres 21 jours

profll de temperatures

A

A

B

B
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compost

C2T9S(R)9

Essai a

Essais d

e

Compost

Aquaterre

Essai a

Essai b

Compost de

feuilles

Essai a

Essai b

conditions de compostage

non-amende

amendes de 33% apres 21 jours

non-amende

amende de 30% apres 6 jours

non-amende

amende de 30% apres 6 jours

profil de temperatures

B

c

c

1 Les amendements etaient constitues de carapaces de crevettes et etaient effectues en % masse

seche de carapaces de crevettes/%masse seche de compost.

1.1 Suivi des populations microbiennes.

Trois methodes ont ete utilisees pour effectuer Ie suivi des populations microbiennes soit: Ie

denombrement des bacteries viables sur boites de Petri, Ie denombrement direct des bacteries

totales par Futilisation d'un fluorochrome et 1'extraction et 1'analyse des acides gras microbiens.

1.1.2 Technique de denombrement des bacteries viables sur boite de Petri.

Trois echantillons de compost ont ete preleves aleatoirement dans les bacs de compost. Dans un

premier temps et pour chacun des echantillon, 1 g de compost a ete pese et a send pour Ie
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denombrement microbien. Dans un deuxieme temps, et encore pour chacun des echantillons, une

quantite a ete prelevee, pesee puis sechee au four a 80 C pour determiner Ie pourcentage

d'humidite de chaque compost, Chaque echantillon de compost a ete dilue en serie dans de la

saline physiologique (NaCl 0,85%) sterile, Ensuite, 100 ^1 de certaines dilutions ont ete etalees

sur differents milieux de culture solides. Trois milieux de culture ont ete utilises; GPCA (gelose

plate count agar), cellulose-agar et chitine-agar. Le milieu GPCA (gelose plate count agar) (Difco

manual, 1984) est un milieu riche qui a servi a estimer la quantite totale de bacteries viables, Ce

milieu est constitue de 5,0 g de tryptone, de 2,5 g d'extrait de levure, de 1,0 g de glucose et de

15,0 g d'agar pour 1 litre d'eau distillee. Le milieu cellulose-agar avait comme base minerale

celle du milieu Czapek (Difco manual, 1984), Cette base minerale est constituee de 2,0 g de

NaN03, de 1,0 g de K2HP04, de 0,5 g de KCL, de 0,5 g de MgSO^ et de 0,01 g de FeSC^ pour

1 litre d'eau. La seule source de carbone du milieu etait Ie carboxymethylcellulose a une

concentration finale de 1%. Le milieu etait solidifie en ajoutant 15 g d'agar par litre. Ce milieu

permettait la croissance des microorganismes possedant les enzymes capables d'hydrolyser Ie

carboxymethylcellulose. Pour Ie milieu chitine-agar, la base minerale du milieu Czapek a ete

utilisee saufque Ie NaN03 a ete elimine. La seule source de carbone et d'azote du milieu etait la

chitine en poudre (Sigma) a une concentration finale de 1%, Le milieu etait solidifie en ajoutant

15 g d'agar par litre. Ce milieu permettait la croissance des microorganismes possedant des

enzymes capables d'hydrolyser la chitine. Les colonies poussant sur les differents milieux ont ete

comptees apres quatre ou cinq jours d'incubation. Les unites formatrices de colonies (UFC) ont

ete rapportees par gramme de compost sec en tenant compte du poids de I'echantillon et du

pourcentage d'humidite.

1.1.3 Denombrement total et direct des bacteries avec Futilisation d?un fluorochrome,

Pour Ie denombrement total et direct des bacteries. Ie protocole utilise est celui de Kepner et Pratt
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(1994) a quelques modifications pres, Pour les composts a etudier, 1 g de compost a ete preleve,

Get echantillon a ete resuspendu dans une solution d'eau distillee sterile dans laquelle un agent

dispersant (tetrasodium Ppi) a ete ajoute a une concentration finale de 0,01M. Des dilutions en

serie ont ensuite ete efFectuees dans de 1'eau distillee sterile, L'etape suivante etait la coloration

des cellules microbiennes de 1'echantillon. La coloration a eu lieu dans un tube-entonnoir muni

d'un filtre de polycarbonate noir ayant des pores de 0,2^m, La coloration avait lieu apres que 3

ml d'eau sterile eurent passes sur Ie filtre de polycarbonate noir pour 1'humecter, La coloration

d'une duree de 3 min, a 1'obscurite a eu lieu directement dans Ie tube entonnoir en melangeant

1,25 ml de Fechantillon, 3,25 ml d'eau distillee sterile et 0,5 ml d'acridine orange a 0,001%, Le

melange a ete agite a chaque minute. Apres 3 min, 3 ml d'eau distillee sterile ont ete ajoutes puis

1'echantillon a ete filtre sous vide. Les bords de 1'entonnoir ont ensuite ete rinces avec 3 ml d'eau

distillee sterile. Une fois la filtration terminee, on deposait sur une lame de microscope Ie filtre

sur lequel etaient trappes les microorganismes. Le comptage des bacteries a ete efifectue a 1'aide

d'un microscope a epifluorescence a un grossissement de 400X. Vingt champs de microscope

de 0,43 mm de diametre out ete comptes puis 1'extrapolation a ete faite pour estimer la quantite

de bacteries trappees sur Ie filtre. Les comptes ont ete ramenes par g de compost sec,

1.1.4 Extraction et analyse des acides gras microbiens.

Les cellules microbiennes out ete separees des debris de compost en suivant Ie protocole de

Steffan (1988). Un echantillon de 10 g de compost etait preleve et melange a 50 ml de tampon

phosphate de sodium (pH 4,5) dans un malaxeur a basse vitesse pendant une min, Le melange

etait ensuite refroidi dans la glace pour une min. Cette etape de brassage de 1'echantillon dans un

melangeur etait repetee 2 autres fois avec un refroidissement sur glace entre chacun. A la fin des

3 brassages, 200 (^1 de SDS ont ete ajoutes puis un brassage de 5 see. a eu lieu. Le melange etait

ensuite centrifage a 500 rpm pendant 30 sec. Le sumageant etait recupere et centnfuge a 10 000

x g a 10°C pendant 30 min. Le sumageant etaitjete et Ie culot de cellules conserve et resuspendu
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dans du tampon phosphate de sodium (pH 4,5), Deux autres lavages et centrifugations a 10 000

x g a 10 C ont ete efFectues. Une fois Ie culot de cellules recupere, une etape de saponification

a eu lieu, La sapomfication et les etapes suivantes d'extraction des acides gras out eu lieu dans

des tubes de verre nettoyes avec de 1'acide chromique pour eliminer toutes traces d'acides gras

ou de Upides contammants. Pour la saponification, un volume de 1 ml d'une solution composee

de 150 ml d'ethanol, de 150 ml d'eau distillee et de 45 g de NaOH a ete ajoute au culot de

cellules, Le melange a ete ensuite chaufFe a 100 C pendant 30 min avec une agitation au vortex

apres les 5 premieres min. L'extraction des acides gras a ete faite selon le.protocole de Bligh and

Dyer (1959) qui a ete modifie de la fa<?on suivante, Premierement, un melange chloroforme,

methanol et eau (2: 3,5: 1,1) a ete ajoute dans Ie tube contenant les extraits de cellules qui avait

prealablement ete refroidi. Le melange a ete vortexe puis centrifuge a 1000 rpm pendant 10 min.

Ensuite, Ie sumageant a ete verse dans un autre tube contenant un melange de chloroforme (4 ml)

et d'eau (4 ml) et Ie culot a ete jete, Le surnageant et Ie melange chloroforme-eau a alors ete

vortexe avant de subir une centrifugation a 1000 rpm pendant 10 min. A 1'aide d'une seringue a

bout carre, la phase inferieure contenant les lipides totaux a ete recuperee.

La demiere etape a ete la transesterification et la transmethylation des acides gras prealablement

extraits. Pour ce faire, la phase chloroforme contenant les acides gras a ete evaporee sous azote

et 2 ml de BF3 ont ete ensuite ajoutes. Ce melange a alors ete incube a 85 C pendant 15 minutes.

Ensuite, 2 ml d'eau distillee et 4 ml d'ether de petrole out ete ajoutes puis Ie tout a ete vortexe

quelques secondes. La phase superieure contenant les lipides a ete recueillie et evaporee sous

azote. Deux autres lavages a 1'ether de petrole ont ete effectues, Apres evaporation de 1'ether de

petrole, les addes gras ont ete resuspendus dans 100 ^1 d'hexane. Finalement, les acides gras ont

ete identifies par chromatographie en phase gazeuse d'apres un standard compose de plusieurs

acides gras microbiens (compagnie Metreya). Le chromatographe en phase gazeuse etait un

Hewlett Packard HP 6890 series, GC System. Les conditions de la chromatographie etaient les
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suivantes: colonne capillaire en silice SPB de 30m X 0,25mm ; diametre interieur 0,25 ^m;

vitesse de Fhelmm: 20cm/sec; Temperature: 150°C pendant 4 min puis augmentation de 4°C/min.

jusqu'a 250 C. Le temps de chromatographie etait de 45 min dont 17 min, a0 250 C pour

permettre a tous les acides gras et autres composes de sortir de la colonne,
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CHAPITRE 2

RESULTATS

2.1 Decomptes des populations bacteriennes viables dans des composts non-amendes et

amendes de carapaces de crevettes.

Au premier essai, les composts etudies etaient de type CTS(F) et CT2S(F)2. Durant tout Ie

compostage, les populations bacteriennes totales etaient habituellement un peu plus elevees que

les populations cellulolytiques et chitinolytiques (fig, 2). On remarque que les populations

bacteriennes (totales, cellulolytiques et chitinolytiques) ont diminue progressivement au cours de

la phase thermophile car d'environ 1X101 UFC avant la phase thermophile (jour 0), elles sont

descendues a 1X109 UFC ou 5X108UFC au jour 50 dependant du type de populations, Ensuite,

avec Ie retour de la phase mesophile (jour 56), il y a eu une stabilisation des 3 types de

populations a environ 1X109UFC. Dans les composts CTS(F) et CT2(F)2 qui n'ont pas ete

amendes en cours de compostage, les populations sont demeurees stables durant les 6 semaines

de maturation du compost suivant la phase thermophile.

Des composts de composition similaire avaient ete maintenus exactement dans les memes

conditions que les precedents et ont ete amendes de carapaces de crevettes apres 58 jours (fig.

3) ou apres 78 jours (fig. 4). L'amendement a eu pour effet de provoquer une augmentation entre

10 et 100 fois des 3 types de populations. Que Famendement ait lieu au jour 57 ou au jour 78,

1'effet est sensiblement Ie meme. Apres 1'amendement (jour 57), les populations sont demeurees

elevees quelques jours puis redescendaient progressivement (fig. 3). Cependant a la fig. 4, notre

etude ne s'est pas prolongee sufifisamment pour suivre les populations de 2 a 4 semaines apres

Famendement.
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Populations bacteriennes
compost CTS(F) a
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Totatoa
ChltlnolytlquB*
Cellulolytiquea

8 1B 23 32 39 48 57 84 73 78 85 B2

incubation en jours

B
Populations bacteriennes
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Figure 2. Denombrement des populations bactenennes viables dans des composts (A) CTS(F)
et (B) CT2S(F)2 non-amendes. (A) bacteries viables totales; C)bacteries chitinolytiques; (•)
bacteries cellulolytiques. Les temperatures imposees suivaient Ie profil A. Pour A et B, moyenne
de 3 echantillons/compost.
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Figure 3. Denombrement des populations bacteriennes viables dans des composts (A) CTS(F)
et (B) CT2S(F)2. (*) bacteries viables totales dans les composts non amendes; (A) bacteries
viables totales dans les composts amendes; (•) bacteries chitinolytiques; 0 bacteries
celluiolytiques; Ie signe (AT) indique Ie moment ou 1'amendement en carapaces de crevettes
de 30% (masse seche/masse seche) a ete effectue. Les temperatures imposees suivaient Ie profil
A. Pour A et B, moyenne de 3 echantillons/compost.
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Figure 4. Denombrement des populations bacteriennes viables dans des composts (A) CTS(F) et
(B) CT2S(F)2. (*) bacteries viables totales dans les composts non amendes; (A) bacteries viables
totales dans les composts amendes; (•) bacteries chltinolytiques; (•) bacteries cellulolytiques;
Ie signe (At) indique Ie moment ou Famendement en carapaces de crevettes de 30% (masse
seche/masse seche) a ete efifectue. Les temperatures imposees suivaient Ie profil A Pour A et B,
moyenne de 3 echantiUons/compost.
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Dans tous les essais precedents, nous avons constate, au milieu de la phase thermophile (entre

les jours 30 a 35), I'apparition en grand nombre de bacteries appartenant a la famille des

actinomycetes, Leur proportion grandissait de semaines en semaines et lors du retour a la phase

mesophile pour la periode de maturation, ces actinomycetes etaient largement majoritaires, Files

representaient entre 80 et 95% des bacteries presentes sur les milieux contenant Ie

carboxymethylcellulose et la chitine sur lesquels elles sporulaient.

Au deuxieme essai, nous avons voulu etudier FefFet de la source des sciures de bois sur les

populations bacteriennes. Pour ce faire, nous avons compare des composts de composition

identiques en tous points saufpour Ie type de sciures utilisees, soit sciures de feuillus et sciures

de resineux. A la fig. 5, les composts ont ete faits a base de sciures de feuillus tout comme les

composts des fig. 2, 3 et 4. A la fig. 6, les sciures de feuillus ont ete remplacees par des sciures

de resineux. Comme pour les composts a base de sciures de feuillus (fig, 5), Ie nombre de

bacteries totales viables etaient un peu plus eleve que celui des bacteries cellulolytiques ou

chitinolytiques dans les composts a base de sciures de resineux (fig. 6). L'allure des courbes pour

les 2 types de composts est tres semblable. Cependant, Ie nombre total de CFU au depart est plus

faible que pour les composts precedents. De plus. Ie meme phenomene que pour les composts de

1'essai precedent s'est produit pendant la phase thermophile (diminution des 3 types de

populations bacteriennes des jours 8 a 50). Pour ces essais, 2 amendements successifs en

carapaces de crevettes ont ete efifectues apres 50 et 78 jours, Des hausses de populations

bacteriennes ont ete enregistrees a la suite de chaque amendement (fig. 5 et 6).

Jusqu'a maintenant, les composts etudies avaient subi Ie profil de temperature A (fig, 1),

Cependant, des essais a plus grande echelle realises au C.R.I.Q. demontraient que ce type de

compost entrait en phase thermophile pour de courtes periodes. Pour les troisieme et quatrieme

essais, nous avons done suivi Ie profil de temperatures propose par Ie C.R.I.Q, que nous avons

nomme B (fig, 1),
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Figure 5, Denombrement des populations bacteriennes viables dans des composts (A) CT2S(F)2
non-amend^ et (B) amendes. (A) bacteries viables totales; (•) bacteries chitinolytiques; (•)
bactenes cellulolytiques; les signes (Al t)et (A2 ? ) indiquent les moments ou les amendements
en carapaces de crevettes de 10% (Al) et 30% (A2) (masse seche/masse seche) ont ete effectues,
Les temperatures imposees suivaient Ie profil A. Pour A, moyenne de 3 echantillons/compost,
Pour B, moyenne provenant de 4 composts identiques et de 3 echantillons/compost.
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Figure 6. Denombrement des populations bacteriennes viables dans des composts (A) CT2S(R)2
non-amende et (B) amendes. (A) bacteries viables totales; (•) bacteries chitinolytiques; 0
bacteries cellulolytiques; les signes (Al T) et (A2T) indiquent les moments ou les amendements
en carapaces de crevettes de 10% (Al) et 30% (A2) (masse seche/masse seche) ont ete effectues.
Les temperatures imposees suivaient Ie profll A. Pour A, moyenne de 3 echantillons/compost.
Pour B, moyenne provenant de 4 composts identiques et de 3 echantillons/compost.
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Dans un premier temps, nous avons compare un melange CT^^ (fig, 7) a un melange

CzTgS^)? (fig. 8), Dans Ie melange €2198^)9, les carapaces de crevettes representent seulement

10 % du volume de depart alors que dans Ie melange CT2S(R)2, elles representent 20%. Dans un

deuxieme temps, nous avons elabore un melange dans lequel les carapaces de crevettes etaient

remplacees par de 1'uree dans la formulation de depart (fig. 9), Le taux basal de microorganismes

dans ce compost UT2S(R)2 (fig, 9) etait un peu plus bas que pour les autres composts de cette

serie (CT2S(R)2 et €2198^)9) (fig. 7 et 8). Pour Ie compost contenant de 1'uree, une montee des

populations bacteriennes a ete enregistree apres Ie jour 12 autant pour Ie compost amende que

pour Ie compost non-amende. Cependant, la montee de microorganismes cellulolytiques et

chitinolytiques s'est effectuee plus rapidement dans Ie compost amende. Si on compare avec les

autres composts CT2S(R)2 et €2198(^9, on remarquait que la montee en microorganismes apr^s

1'amendement a ete plus rapide pour Ie compost CT2S(R)2 que pour les 2 autres composts. Dans

les composts temoins (fig. 7A et 8A), les quantites de bacteries ont diminue lors de la deuxieme

phase thermophile (jours 22 a 28), Pour Ie composts UT^^ (fig. 9A), les populations ont

continue d'augmenter durant la deuxieme phase thermophile.

Pour Ie quatrieme essai, nous avons choisi de presenter 1'evolution des populations bacteriennes

apres avoir amende en carapaces de crevettes 2 composts commerciaux: Ie compost Aquaterre

fabrique a partir de carapaces de crevettes (fig. 10) et un compost fait a base de feuilles mortes

par la ville de Sherbrooke (fig. 11). Ces composts ont subi Ie profil de temperature C (figure) car

ils out eu un seul apport en crevettes. Dans les deux composts non-amendes. Ie nombre de

bacteries totales au depart etait semblable (autour de 1X108UFC). Au moment de 1'amendement,

pour Ie compost Aquaterre, les bacteries cellulolytiques et chitinolytiques sont presentes en plus

grand nombre soit environ 8X107 UFC que pour Ie compost de feuilles mortes (8X1 (f UFC).

Dans les composts amendes, une forte hausse des microorganismes est enregistree. La hausse est
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Figure 7. Denombrement des populations bacteriennes viables dans des composts (A) CT2S(R)2
non-amende et (B) amendes. (A) bacteries viables totales; (•) bacteries chitinolytiques; (•)
bactenes cellulolytiques; Ie signe (AT) indique Ie moment ou 1'amendement en carapaces de
crevettes de 33% (masse seche/masse seche) a ete effectue. Les temperatures imposees suivaient
Ie profil B. Pour A, moyenne de 3 echantillons/compost. Pour B, moyenne provenant de 2
composts identiques avec moyenne de 3 echantillons/compost.
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Figure 8. Denombrement des populations bactedennes viables dans des composts (A) C2TpS(R)9
non-amende et (B) amendes. (A) bacteries viables totales; (•) bacteries chitinolytiques; (•)
bacteries cellulolytiques; Ie signe (At) indique Ie moment ou 1'amendement en carapaces de
crevettes de 33% (masse seche/masse seche) a ete effectue. Les temperatures imposees suivaient
Ie profil B. Pour A, moyenne de 3 echantillons/compost. Pour B, moyenne provenant de 2
composts identiques avec moyenne de 3 echantillons/compost.
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Figure 9. Denombrement des populations bacteriennes viables dans des composts (A) UT2S(R)2
non-amende et (B) amendes. (A) bacteries viables totales; (•) bactenes chitinolytiques; (•)
bacteries cellulolytiques; Ie signe (AT) indique Ie moment ou 1'amendement en carapaces de
crevettes de 33% (masse seche/masse seche) a ete efifectue. Les temperatures imposees suivaient
Ie profil B. Pour A, moyenne de 3 echantillons/compost. Pour B, moyenne provenant de 2
composts identiques avec moyenne de 3 echantillons/compost.
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Figure 10. Denombrement des populations bacteriennes viables dans un compost commercial
Aquaterre (A) non-amende et (B) amende. (A) bactenes viables totales; (•) bacteries
chitinolytiques; 0 bacteries cellulolytiques; Ie signe (At) indique Ie moment ou 1'amendement
en carapaces de crevettes de 30% (masse seche/masse seche) a ete effectue. Les temperatures
imposees suivaient Ie profll C. Pour A et B, moyenne de 3 echantillons/compost.
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Figure 11. Denombrement des populations bacteriennes viables dans un compost a base de
feuilles mortes (A) non-amende et (B) amende. (A) bacteries viables totales; (•) bacteries
chitinolydques; 0 bacteries cellulolytiques; Ie signe (At) indique Ie moment ou 1 amendement
en carapaces de crevettes de 30% (masse seche/masse seche) a ete effectue. Les temperatures
imposees suivaient Ie profil C. Pour A et B, moyenne de 3 echantillons/compost.
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forte pour les populations cellulolytiques et chitinolytiques dans les 2 types de composts et eUe

est beaucoup plus drastique pour Ie compost de feuilles ( de 8X105 a 1X108).

2.2 Comparaison entre 1c denombrement des bacteries totales viables et Ie denombrement

direct des bacteries totales avec I'utilisation d'un fluorochrome.

Nous avons voulu, pour Ie cinquieme et dernier essai, comparer deux techniques qui permettent

d'obtenir des decomptes de microorganismes soit la technique de denombrement direct utilisant

un fluorochrome et la technique de denombrement des bacteries viables sur milieux de cultures,

Nous avons compare ces 2 techniques sur des composts de type CT2S(R)2 non-amendes et

amendes (fig. 12), Le patron de temperature utilise etait Ie A (fig. 1).

On remarque tout d'abord que 1'allure des courbes obtenues par les deux methodes etaient

relativement semblable sauf que les quantites de microorganismes different (fig, 12), Dans les

deux cas, nous avons note une baisse des populations bacteriennes totales au cours de la phase

thermophile (jours 15 a 50), Puis, lors du retour a la phase mesophile, les populations se sont

stabilisees (compost non-amende) ou out augmente drastiquement de 10 a 100 fois (compost

amende), Les decomptes obtenus par la methode utilisant la fluorescence etaient cependant plus

eleves (de 10 a 100 fois) que ceux obtenus avec la methode de denombrement des bacteries

totales viables.

2.3 Profil des acides gras microbiens retrouves au cours du compostage.

Au cinquieme essai, nous avons egalement analyse les acides gras microbiens tout au cours du

processus de compostage. Seulement certains acides gras ont ete etudies (il5:0, al5;0, 15:0,
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il6:0, 16:1, il7;0, al7:0, 17:0, 17:0cyc,, 18:0 et 18:2) car ce sont les principaux acides gras des

microorganismes (Pennanen, 1996). Les tableaux 2 et 3 montrent les pourcentages des differents

acides gras microbiens isoles du compost en fonction du temps temps. Avant I'amendement (jours

8 a 49), on observait peu de variations au niveau du pourcentage d'acides gras retrouves dans les

deux composts analyses. Seulement a sbc occasions, un ecart de plus du double a ete trouve entre

Ie pourcentage d'un acide gras entre les deux essais. La phase thermophile (jours 15 a 50) a

provoque peu de changement dans la composition globale des acides gras si ce n'est qu'une

baisse de 1'acide gras 16:1 a ete notee au cours de cette phase. En ce qui a trait a 1'etude des

acides gras branches (formes iso et anteiso: il5:0, al 5:0, il6;0, il7:0, al7:0) versus non-branches

(15:0, 16:1, 17:0, 17:0cyc., 18:0) (figure 13), nous avons remarque que Ie rapport acides gras

branches/acides gras non-branches etait plutot stable au debut du compostage (jours 8 a 15) et

pendant la phase thermophile (jours 15 a 50). Cependant, lors du retour progressifa la phase

mesophile (apres Ie jour 51), la proportion des acides gras branches a augmente par rapport aux

acides gras non-branches et ce, pour Ie compost non-amende et Ie compost amende. Cependant,

Faugmentation a ete plus forte pour Ie compost amende.

Dans ce travail, nous rfavons pas suivi les populations de champignons dans les composts mais

nous pouvons estimer leur presence en etudiant la composition en acides gras. L'acide gras 18:2

a ete utilise comme indicateur de la biomasse fongique et sa presence est correlee avec la quantite

d'ergosterol, un sterol retrouve seulement chez les champignons (Pennanen, 1996),

Le rapport acides gras fongiques/acides gras bacteriens etait faible au debut du processus de

compostage (figure 14) mais a augmente au cours de la phase thermophile (des jours 15 a 50).

Lors du retour en phase mesophile, la proportion d'acides gras de champignons est demeuree

elevee pour Ie compost non-amende mais a duninue enormement pour Ie compost amende de

carapaces de crevettes.
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Tableau 1. Pourcentage des acides gras microbiens pour un compost CT^RV. non-

amende

a.g,*

il5:0

al5:0

15:0

il6:0

16:1

il7:0

17;OA

17:0

18:2

18:1

18:0

8

l,2a)

2,3

0,3

1,9

2,7

0,9

2

0,5

2

13,7

4,4

16

1,5

3,5

0,5

3

1,8

0,9

2,2

3,6

3,8

10,4

41

22

1,3

1,9

0,5

1,8

0,85

0,7

1,9

0,8

2,9

12,6

7

33

1,8

2

0,6

2,1

0,95

0,9

1,6

0,9

8,3

15,6

6,6

jours de compostags

42

1,3

1,8

0,8

4,1

1,4

0,9

1,4

0,8

8,8

16

10,2

49

1,3

1,4

0,6

2,3

1,9

0,9

1,3

0,9

11,5

16,9

9,4

56

2,1

2,1

1,2

2,1

1,5

2,1

3,1

5,2

14,2

16,7

8,7

61

1,4

1,3

0,4

1,4

1

1,3

0,4

0,7

20,6

19

6,2

65

1,3

1,3

0,5

2,6

3,4

0,7

0,9

0,7

15,6

18,5

4,4

73

2,6

3,2

0,9

3

2

2,6

1,1

1,2

8,6

14,8

6,9

82

2,3

2,7

0,7

2,6

2,2

1,6

0,7

1,1

10,5

16,5

6,9

89

1,5

1,5

0,8

1,8

1,4

1,4

0,5

1,3

20,6

12,8

7,8

99

2,2

2,1

0,8

1,8

1,4

1,4

0,5

1,3

20,6

12,8

7,8

Legende:

a,g,*; acidesgras

a): les resultats presentes sont la moyenne obtenue a partir de 2 echantillons par compost,
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Tableau 2. Pourcentage des acides gras microbiens pour un compost CT^SfRV, amende

a,g.*

il5:0

al5:0

15:0

116:0

16:1

il7:0

17: OA.

17:0

18:2

18:1

18:0

jours de compostage

8

0,8a)

1,6

0,3

1,2

3

0,7

11

0,5

0,1

14,6

4,9

16

1,5

3,5

0,5

3

1,8

0,9

2,2

3,6

3,8

10,4

4,1

22

1,3

1,9

0,5

1,8

0,9

0,8

2

0,8

2,9

12,7

7

33

1,8

2,1

0,5

2,2

0,8

0,9

1,1

1,1

7,4

15,3

7,6

42

0,9

0,9

0,4

1,1

1,1

0,6

0,8

0,7

12,6

15,8

4,7

49

1,6

1,4

0,6

2,1

1,4

1,1

2

1,2

6,3

12,9

8,8

56

1,3

1,1

0,4

1,2

0,8

0,8

0,3

0,6

3,9

18

5,8

61

3,3

5,1

0,4

3,7

4,9

1,5

1,5

0,94

1,9

27

6,3

65

4,4

5,5

0,6

4,5

7,6

2,4

1,6

0,8

3,4

17

3,7

73

3,3

5,2

0,9

4,8

3,5

3

0,9

u
3,5

12,5

5,5

82

3,4

4,6

1,3

4,9

3,4

2,6

1,4

1,4

2,6

15,2

6

89

3,5

4,4

0,8

5

2,6

3

1

1,1

4,2

16

5,3

99

3,2

3,7

1

4,1

2,5

2,5

0,9

1,1

0,6

11,3

6,2

Legende:

a.g.*: acidesgras

a); les resultats presentes sont la moyenne obtenue a partu' de 2 echantillons par compost.
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Acides gras branches et non-branches
Compost CT2S(R)2 f et g

ii 111 it 111 ri
8 16 22 33 42 49 56 61 65 73 82 89 99

Jours de corn postage

Figure 13, Etude du rapport des acides gras branches sur les acides gras non-branches au cours
du compostage. (A) compost CT2S(R)2 amende; (•) compost Cr[ S(R^ non-amende; les
signes Al T et Alt indiquent Ie moment ou les amendements en carapaces de crevettes de
30%(masse seche/masse seche) out ete effectues. Les temperatures imposees suivaient Ie profil
A. Les resultats presentes sont la moyenne de 2 echantillons/compost.
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Figure 14. Etude du rapport des acides gras fongiques sur les acides gras bacteriens au cours du
compostage. (A) compost CT2S(R)2 amende; (•) compost CT2S(R)2 non-amende ; les signes
Al t et A2 T indiquent Ie moment ou les amendements en carapaces de crevettes de 30%(masse
seche/masse seche) ont ete effectues. Les temperatures imposees suivaient Ie profll A. Les
resultats presentes sont la moyenne de 2 echantillons/compost.
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CHAPITRE 3

DISCUSSION

Le but general de ce projet multidisciplmaire est de produire, a partir de residus chitineux marins,

un compost ayant de bonnes qualites fertilisantes et des proprietes phytoprotectrices et

fongistatiques, Notre objectif specifique etait d'etudier la dynamique de certaines populations

bacteriennes (totales, cellulolytiques et chitinolytiques) tout au cours du processus de

compostage. Une meilleure comprehension de la microbiologie des composts pourrait permettre

de determiner des criteres microbiologiques de qualite.

Dans tous les composts analyses, la diversite microbienne etait grande en debut de compostage

c'est-a-dire que les populations microbiennes etaient nombreuses et que plusieurs types de

colonies se retrouvaient sur les milieux de culture. Les populations bacteriennes varient en

fonction de difFerents facteurs comme les changements de temperatures et les amendements en

cours de compostage. Nous avons remarque que lors des augmentations de temperatures a 50 C

(phases thermophiles), les populations bacteriennes connaissent des chutes importantes, Ce

phenomene est tout a fait normal puisque une temperature de 50°C devient un facteur limitant a

la croissance de certains organismes qui sont tout simplement tues ou qui entrent en dormance

sous forme de spares (Mustin, 1987; Blaine, 1993). Un amendement durant Ie compostage peut

etre effectue pour obtenir un compost contenant encore des oligomeres de chitine en fin de

compostage ou pour stimuler des populations microbiennes specifiques. Un amendement en

carapaces de crevettes favorise la proliferation des microorganismes capables d'exploiter Ie gros

polymere qu'est la chitine. C'est pourquoi 1'augmentation de la quantite de microorganismes

chitinolytiques apres les amendements n'a rien de surprenant car ceux-ci out eu lieu a des

moments ou Ie compost etait pauvre en nutriments facilement assimilables. Les autres types de

populations augmentent aussi suite a un amendement. Ceci pourrait s'expliquer par Ie fait que les
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car ap aces de crevettes sont souvent contaminees avec des morceaux de chair renfermant des

proteines facilement exploitables par une foule de microorganismes.

Peu d'etudes ont ete realisees sur la microbiologie des composts au niveau du suivi des

populations microbiennes. Les etudes precedentes sur la microbiologie du compostage ne

presentent pas de suivi des populations a de courts intervalles de temps tout au cours du

processus. La plupart des etudes n'ont analyse que quelques echantillons (Environ 4 a 6) pendant

Ie compostage par la methode de denombrement des bacteries viables (Andrews, 1994), Les

decomptes obtenus pour leurs composts (bacteries totales viables sur Nutrient agar) ressemblaient

aux decomptes obtenus pour nos composts non-amendes soit une oscillation entre 107 et 108 UFC

(Andrews, 1994). Pour ce qui est de Fetude de la microbiologie des composts a base de residus

chitineux, nous sommes les pionniers.

Dans tous les composts analyses, nous avons constate 1'apparition en grand nombre de bacteries

appartenant a la famille des actinomycetes au milieu de la phase thermophile. Leur proportion

grandissait de semaines en semaines et lors du retour a la phase mesophile pour la periode de

maturation, alors qu'il ne reste dans les composts que de grands polymeres comme la cellulose,

ces actinomycetes etaient largement majoritaires. Us representaient entre 80 et 95% des bacteries

presentes sur les milieux contenant Ie carboxymethylcellulose et la chitine. Plusieurs souches

d'actinomycetes ont ete isolees a partir des differents composts. Leurs parois contenaient 1'acide

LL-diaminopimelique et leurs morphologies nous indiquent qu'elles appartiennent au genre

Streptomyces. Ces actmomycetes, qui pour la plupart croissaient a 30 et a 50°C, demontraient de

fortes activites chitinolytiques et cellulolytiques (resultats non-montres). Dans quelques etudes,

on parle de 1'abondance des actinomycetes dans les processus de compostage. Rrffaldi et al.

(1986) ont remarque que la degradation de la ceUulose pendant la phase de maturation etait

eflfectuee essentiellement par des actmomycetes tres nombreux et par certains champignons. Les

actinomycetes colonisent plus lentement les substrats J&ais des composts que les autres types de
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bacteries mats sont largement majoritaires en fin de compostage dans les conditions plus difificiles

(Finstein et Morris, 1975), Dailleurs, 1'augmentation de leur proportion est correlee avec la

diminution des autres groupes de bacteries durant Ie processus de compostage (Kostov et

Petkova, 1995).

On peut aussi remarquer que, dans presque tous les essais, les courbes des populations

cellulolytiques et chitinolytiques sont tres souvent semblables. Nous en sommes venus a conclure

qu'un grand nombre des bacteries denombrees sur les milieux chitine et CMC sont a la fois

cellulolytiques et chitinolytiques tout comme Ie sont les actinomycetes isoles (resultats non-

montres). Dans son etude, Rifaldi (1986) a etudie les bacteries cellulolytiques pendant Ie

compostage des boues usees avec de la paille, Dans ses composts, Ie nombre des bacteries

cellulolytiques augmentait progressivement et se stabilisait a un taux eleve jusqu'a la fin du

compostage. Dans notre cas, les bacteries cellulolytiques sont a un taux basal assez eleve et ne

vanent pas enormement pendant Ie compostage sauflorsqu'il y a amendement. Si Famendement

en chitine devrait faire augmenter les bacteries chitinolytiques et qu'il fait augmenter aussi les

bacteries cellulolytiques, 1'hypothese que les bacteries chitinolytiques soient aussi cellulolytiques

est fort plausible.

Au dewdeme essai, nous avons voulu etudier la possibilite de composter des sciures de resineux

au lieu des sciures de feuillus. Ceci dans 1'optique qu'au Quebec, et en particulier dans les regions

maritimes ou se retrouvent les residus chitineux, ce sont les types de copeaux et de sciures qui

sont les plus accessibles, Advenant 1'ouverture d'une usine de compostage a grande echelle, elle

se trouverait probablement a proximite des sites de production des carapaces de crevettes et

Fusage de sciures de resmeux serait plus pratique (F. Thiffault, communication personnelle), Les

sciures de resineux contiennent toutes sortes de composes phenoliques qui pourraient affecter

la croissance de certains microorganismes. Le fait d'utiliser un type de sciures ou I'autre ne

semble pas afFecter la dynamique des populations bacteriennes. Nous remarquons en eflfet

48



sensiblement les memes phenomenes que pour la premiere serie soit des baisses de populations

bacteriennes totales, cellulolytiques et chitinolytiques a la phase thermophile et une stabilisation

en phase mesophile ou une forte augmentation dans les composts amendes. Nous pouvons done

conclure que Ie fait d'employer des sciures de resineux ne semble pas afifecter la microflore quant

a son nombre. Les sciures de resmeux ne sont done pas une biomasse problematique a composter.

Pour Ie troisieme essai, nous avons voulu determiner si Ie fait d'aj outer les carapaces de crevettes

en cours de processus de compostage plutot qu'au debut pouvait nuire a leur degradation. Les

composts qui ont des residus chitineux dans leur melange initial possedent vraisemblablement une

microflore chitinolytique qui est associee aux substrats. Cette microflore peut ensuite etre

restimulee par un amendement en residus chitineux. Cependant, il est interessant de voir

comment, dans un compost sans residus chitineux dans sa composition initiale, les populations

chitinolytiques vont se modifier lors d'un amendement en residus chitmeux au cours du

compostage. Un melange contenant de 1'uree UT2S(R)2 a ete con^u, 1'uree agissant comme

source d'azote pour les microorganismes. Ce melange a ete compare au melange habituel

CT2S(R)2 et a un melange C2T9S(R)9 contenant un plus petit volume de carapaces de crevettes.

Le but de cet essai est aussi d'optimiser la quantite de chitine qu'il faut composter pour obtenir

les effets desires (hypotheses de proprietes fongistatiques et phytoprotectrices) au cas ou les

carapaces de crevettes deviendraient un facteur limitant. Pour cet essai, nous avons modifie Ie

patron de temperatures imposees. En effet, pour les 2 premiers essais, nous avions etabli un

patron de temperatures avec une phase mesophile de 2 semaines suivi d'une phase thermophile

de 4-5 semames. Finalement une longue phase mesophile de maturation suivait, phase durant

laquelle se produisait les amendements (fig, 1A). Des essais de compostage a moyenne echelle

(120 litres) de carapaces de crevettes ont ete efFectues au C.R.I.Q. Us a ete remarque que Ie

compost entrait tres rapidement en phase thermophile en presence de carapaces de crevettes (au

depart et lors des amendements). Les phases thermophiles etaient tres courtes et la temperature

s'elevait autour de 65-70°C (L, Cote, communication personnelle). Nous avons suivi les patrons
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de temperature que Ie C.R.I.Q. (fig. 1B) nous a soumis pour que nos essais se rapprochent Ie plus

possible de la realite a moyenne et grande echelle,

Le fait d'avoir remplace les carapaces de crevettes par de 1'uree pure dans Ie compost UT^R);,

peut vraisemblablement expliquer les populations bacteriennes plus faibles dans ces types de

composts au debut du processus. La quantite d'azote disponible etait probablement difiEerente

dans ces composts, Le pH du compost contenant Furee pure au depart est plus acide que les

composts de carapaces de crevettes et c'est probablement un autre facteur qui expliquerait les

populations plus faibles. Aussi, des decomptes ont ete effectues a partir de differents intrants. Les

carapaces de crevettes renferment beaucoup plus de microorganismes que les sciures et la tourbe

(resultats non-montres). Le fait d'avoir remplace les carapaces de crevettes par 1'uree qui ne

renferme que tres peu de microorganismes expliquerait peut-etre en partie la quantite de

microorganismes plus faible au depart.

Par centre. Ie compost UT2S(R)2 a bien reagi a 1'amendement (augmentation des populations).

La microflore chitinolytique semble done etre presente dans d'autres intrants que les carapaces

de crevettes et, par consequent, 1'apport en carapaces de crevettes n'est pas essentiel pour que

celles-ci soient efficacement decomposees apres les amendements. II se pourrait aussi fort bien

que lamicroflore chitinolytique soit tout simplement transportee par les carapaces de crevettes,

Pour cet essai, il n'y a pas eu de baisse des populations bacteriennes habituellement associee a

la phase thermophile. De meme, lorsque les amendements sont effectues, la phase thermophile

imposee est tres courte. U est done normal que les populations augmentent pendant la phase

thermophile car elles sont stimulees par 1'apport en carapaces de crevettes. Les amendements

effectues lors des 2 premiers essais avaient eu lieu a la phase mesophile qui suivait la longue phase

thermophile. Pendant la phase thermophile, il n'y avait aucun apport en nutriments facilement

utilisables. II etait done normal de voir diminuer les populations. Si 1'amendement avait ete
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effectue en phase thermophile, nous aurions probablement remarque une augmentation des

populations bacteriennes.

Au quatrieme essai, nous avons voulu verifier la possibilite de donner a un compost commercial

les efFets benefiques de la chitine (phytoprotection) en 1'amendant avec des carapaces de

crevettes, Le compost Aquaterre est fabrique a partir de carapaces de crevettes alors que Ie

compost de feuilles n'ajamais ete en contact avec une biomasse chitineuse, C'est probablement

ce qui explique Ie faible taux basal de bacteries chitinolytiques dans Ie compost de feuilles, Par

consequent, suite a I'amendement, la hausse des populations est beaucoup plus impressionnante

que pour Ie compost Aquaterre qui avait un taux de bacteries chitinolytiques pres de 100 fois plus

eleve au depart, C'est un phenomene normal puisque Ie compost Aquaterre est fait a partir de

residus chitineux et done Ie taux basal de microorganismes chitinolytiques est plus eleve. H ne

semble done pas y avoir de probleme a ajouter des carapaces de crevettes sous forme

d'amendement dans un compost commercial afin de lui donner les proprietes recherchees,

Pour Ie demier essai, nous avons refait certains melanges qui s'averaient les plus prometteurs en

ce qui a trait aux caracteres phytoprotecteurs et fongistatiques (C. Labrie, communication

personnelle, 1996), Le patron de temperatures utilise est celui des 2 premiers essais (figure 1A).

Pour ce demier essai, en plus de la technique de denombrement des cellules viables sur milieux

de cultures, 2 autres techniques (d^compte direct par epifluorescence et 1'analyse des acides gras)

ont ete utilisees pour etudier les populations microbiennes.

L'allure des courbes de populations bacteriennes totales obtenues par les 2 methodes soient Ie

denombrement direct par fluorescence et Ie denombrement des bacteries viables sur milieux de

culture sont presque identiques. Cependant et, comme prevu, (Atlas et Bartha, 1993; Kepner,

1994) les denombrements avec Futilisation du fluorochrome sont toujours plus eleves que les

denombrements de cellules viables. Ces denombrements eleves peuvent etre attribues a 2 facteurs,
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Premierement, ce ne sont pas toutes les bacteries presentes dans un echantillon qui peuvent

croTtre sur Ie milieu riche (GPCA), Done, certaines bacteries qui n'ont pas ete denombrees sur

Ie milieu de culture en boite de Petri se retrouvaient bel et bien dans 1'echantillon et ont ete

denombrees par la technique utilisant la fluorescence. La methode classique de denombrement

des cellules viables offre done une sous-estunation des populations presente dans un echantillon.

Deuxiemement, Ie colorant que nous utilisons colore les bacteries vivantes mais aussi les bacteries

mortes que 1'on retrouve dans 1'echantillon.

La demiere technique que nous avons utilise est 1'etude des acides gras microbiens. Aucune

etude semblable n'a ete proposeejusqu'a ce jour soit de suivre 1'evolution des acides gras dans

Ie temps au cours du processus de compostage. Cependant, certaines etudes d'ecologie

microbienne ont utilise cette technique pour etudier les microorganismes des sols. Par exemple,

Pennanen (1996) a utilise Fanalyse des acides gras pour differencier les patrons d'acides gras des

differentes populations microbiennes dans des sols pollues par des metaux lourds,

Nous avons tout d'abord etudie Ie rapport entre les acides gras branches (types iso et anteiso)

et les acides gras branches. Le rapport acides gras branches/acides gras non-branches a augmente

dans Ie temps surtout apres la phase thermophile et cette augmentaton a ete encore plus forte

dans Ie cas des composts amendes. Ceci voudrait dire que les microorgamsmes possedant de forts

pourcentages d'acides gras branches se sont developpes a partir de la fin de la phase thermophile

et que ceux-ci se sont trouves avantages par Famendement en carapaces de crevettes, Comme

vu dans la section des resultats, des bacteries appartenant au groupe des actinomycetes

devieiment majoritaires au milieu de la phase thermophile et augmentent en proportion par

rapport aux autres bacteries a la phase mesophile qui suit et encore plus lors des amendements.

Les actinomycetes sont reconnus pour avoir de tres forts pourcentages d'acides gras branches

(Suzuki, 1988) et leur augmentation coincide avec I'augmentation de la proportion des acides

gras branches. Apres la phase thermophile, il ne reste plus dans Ie compost que de longs
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polymeres comme la cellulose ou la chitine (amendement). Les actinomycetes sont aussi bien

connus pour leur capacite a degrader les grands polymeres. De plus, apres les amendements, ces

bactenes augmentent en nombre tout comme la proportion des acides gras branches, Beaucoup

d'actinomycetes sont chitinolytiques; certains chercheurs proposent meme d'utiliser des milieux

contenant de la chitine comme seule source de carbone pour estimer leurs populations dans un

environnement donne (Hsu et Lockwood; 1975),

L'augmentation de la temperature se traduit chez la plupart des bacteries par une diminution de

1'acide gras insature 16:1 alors que d'autres acides gras insatures comme Ie 18:1 sont en general

peu affectes par une hausse thermique (Hardwood et Russell, 1984). Dans notre essai, la phase

thennophile correspond au moment ou Ie taux de 1'acide gras 16; 1 est a son plus bas. Cette baisse

serait probablement due a une adaptation des bacteries a une hausse de temperature.

Par cette meme methode d'analyse des acides gras, nous avons voulu verifier la presence des

champignons dans les composts. Pour ce faire, Facide gras 18:2 a ete utilise comme indicateur

de la biomasse fongique en comparaison aux autres acides gras d'origine bacterienne (Pennanen,

1996), Nous avons etudie Ie rapport acides gras fongiques/acides gras bacteriens au cours du

processus de compostage, Comme la proportion d'acides gras fongique est faible au debut du

processus, cela porte a croire que les champignons sont peu abondants ou sont sous forme de

spares. Au cours de la phase thermophile, la proportion d'acides gras fongiques a augmente ce

qui indique que les champignons ont du se developper pendant cette phase, L'amendement semble

s'accompagner d'une baisse des populations fongiques, Cette baisse n'est pas obseryee dans Ie

compost non-amende. Ceci pourrait resulter du fait que la presence de chitine en haute

concentration nuirait a la croissance des champignons.

Certaines etudes out demontre que les produits intermediaires de degradation de la chitine et du

chitosane exercent une action fongistatique en limitant la croissance d'un bon nombre de

53



champignons phytopathogenes (Allan et Hadwiger, 1979; Hirano et Nagao, 1989). Au debut du

processus, alors que la concentration en chitine est forte, les populations fongiques sont faibles.

Cependanf, apres 3 ou 4 semaines de compostage, la quantite de chitine presente devait avoir

considerablement diminue et c'est probablement ce qui a permis 1'augmentation des populations

de champignons correspondant a la phase thermophile. Ceci est un peu etonnant puisque d'apres

Blaine (1993) les populations de champignons sont habituellement faibles pendant la phase

thermophile, Ensuite lorsque Ie compost a ete amende de carapaces de crevettes, la quantite de

champignons aurait diminue drastiquement pour la meme raison, Etant donne que nous avons

effectue deux amendements successifs, la concentration de chitine presente est demeuree elevee,

ce qui await empecheles champignons d'avoirunebonne croissance. Quelques champignons ont

ete isoles a partir des composts, Ds avaient tous une bonne croissance a 30 C et a 50°C. De plus,

un test de croissance sur Ie milieu chitine a revele qu'ils croissaient peu ou pas en presence de

ce polymere (resultats non-montres). B faudrait dans un essai futur suivre les populations de

champignons pendant Ie compostage pour savoir si les indicatons donnees par 1'etude des acides

gras s'averesjustes pour suivre les populations fongiques.
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CONCLUSION

Nous avons etudie la dynamique des populations microbiennes (bacteries totales, cellulolytiques et

chitinolytiques) au cours du processus de compostage des residus chitineux. Leurs nombres

augmentent ou diminuent selon les phases de temperatures et les amendements en carapaces de

crevettes. Les trois types de populations etudiees diminuaient pendant la phase thermophile et se

stabilisaient lors du retour a la phase mesophile. Les amendements ont toujours eu comme efFet de

provoquer de fortes hausses de populations bacteriennes chitinolytiques mats aussi cellulolytiques et

totales, Des essais de compostage ont ete realises avec des sciures de resineux ou des sciures de

feuiUus et les resultats se sont averes similaires au niveau des populations. Les sciures de resineux ne

semblent done pas affecter au niveau du nombre de microorganismes et Ie produit final est

relativement semblable (S. Roy, communication persoanelle).

II a aussi ete prouve que les carapaces de crevettes ne devaient pas obligatoirement se retrouver

comme intrant en debut de compostage mais qu'on pouvait simplement les aj outer sous forme

d'amendements en cours de compostage. La microflore chitinolytique est soit presente dans les

differents intrants ou elle est amenee par les carapaces de crevettes et n'a pas besoin d'une premiere

stimulation afin de degrader les carapaces de crevettes efficacement lors d'un amendement ulterieur.

Des essais d'amendement de composts commerciaux avec des carapaces de crevettes out aussi ete

realises. Encore une fois, la microflore chitinolytique a su se developper pour degrader les residus

chitineux, Dans chacun des essais de compostage, nous avons note une importante proliferation

d'actinomycetes a partir du milieu de la phase thermophile. Ces bacteries demeuraient en nombre

eleve lors du retour en phase mesophile et etaient a nouveau stimulees par des amendements,

Pour la demiere serie de compostage, deux techniques out ete utilisees pour denombrer la microflore.

Une technique de comptage direct des bacteries totales avec 1'utilisation d'un fluorochrome a ete

comparee a la technique de decompte des bactenes totales viables. Comme prevu par la theorie, les

decomptes directs sont de 10 a 100 fois plus eleves, L'etude des acides gras nous a aussi foumi des

indices sur la presence dans les compost de certains microorganismes. A partir de la phase
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thermophile et apres les amendements, Ie composts s'est enrichi d'acides gras branches. Les

actinomycetes ont justement un fort pourcentage de ces acides gras. Nous avons done pu etablir

certains liens entre les populations microbiennes et 1'etide des acides gras, Nous avons aussi pu

suivre 1'evolution de la biomasse fongique lors du compostage par 1'etude d'un acide gras particulier.

Cette methode semble etre appropriee mais il faudrait la correler avec d'autres techniques pour avoir

confirmation de nos dires,

H est certain que cette etude fait partie d'un tout, Les resultats des etudes au niveau de la qualite du

compost (capacite d'echange cationique, conductivite, tests de phytotoxicite, pH, suivi des

oligomeres de chitine) effectues par Sebastien Roy et et de 1'aspect phytoprotection eflfectue par

Cinthia Labrie doivent venir se greflfer aux resultats de la caractensation microbiologique afin de tirer

les conclusions finales pour ce prqjet multidisciplinaire. Nous pourrons ainsi decider de la quantite

necessaire de carapaces de crevettes et de la proportion de chaque intrant pour obtenir un produit

final fongistatique, phytoprotecteur et fertilisant. Ainsi, a la lueur des resultats combmes, nous

poumons dormer des indices microbiologiques permettant de juger de la maturite ou de 1'evolution

d'un compost. Cette etude pourrait mener a la commercialisation d'un produit tout nouveau qui

pourrait fortement interesser les artisans de certaines cultures souvent menacees par les champignons

microscopiques. Si un tel produit naturel etait efficace, on pourrait meme penser a reduire ou a

eliminer 1'emploi de fongicides afin de contrer ces champignons phytopathogenes.
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