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SOMMAIRE

La chitine, qui est le constituant majeur des exosquelettes d’insectes et des carapaces d’invertébrés
marins, est un polymere abondant et répandu sur toute le surface de la terre. En région maritime,
I’industrie de la transformation des pécheries génerent annuellement plusieurs milliers de tonnes de
résidus chitineux (carapaces de crevettes, crabes, homards) qui sont simplement enfouis dans le sol
ou rejetés a la mer. Ces rejets massifs créent souvent de graves problémes de pollution en bordure
des sites de production. Le compostage de ces résidus en présence d’autres intrants pourrait
permettre la revalorisation de cette biomasse chitineuée tout en offrant un produit final ayant des
caractéristiques fertilisantes et phytoprotectrices. Les trois principaux intrants utilisés ont été les

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

Cette €étude fait partie d’un tout ou chaque aspect de la faisabilité d’un tel compost, de son
élaboration jusqu’a sa production & grande échelle, ont été étudiés par diverses branches de la
biologie, du génie et des sciences humaines. Dans ce travail, nous avons privilégié ’étude des
variations des populations bactériennes au cours du processus de compostage en mettant 1’accent sur
les groupes capables de ’hydrolyse de la chitine et de la cellulose qui sont deux polyméres abondants
dans nos composts. La méthode de dénombrements des cellules viables sur boites de Pétri a été la
principale technique utilisée. Puis sont venues se greffer une technique de dénombrement direct en
utilisant un fluorochrome et une technique d’extraction et d’analyse des acides gras microbiens du

compost.

Les populations bactériennes totales, cellulolytiques et chitinolytiques varient au cours du compostage
sous I'influence de certains facteurs environnementaux ou selon le fait que le compost soit amendé
ou non. Les populations bactériennes diminuent pendant la phase thermophile mais sont fortement
stimulées par des amendements en carapaces de crevettes en cours de compostage. Les variations
des populations bactériennes cellulolytiques et chitinolytiques sont identiques dans presque tous les

essais de compostage. Certaines bactéries du genre Streptomyces proliférent 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, I’utilisation des sciures de résineux en remplacement des
sciures de feuillus ne semble pas affecter la microflore quant a son nombre. Il a aussi été démontré
que le fait d’ajouter les carapaces de crevettes seulement plus tard au cours du processus ne nuit pas
a leur dégradation par les microorganismes. Ceci pourrait offtir la possibilité d’amender des composts
matures et stabilisés afin de leur conférer les propriétés désirées. L’analyse des acides gras fournit
notamment de précieux renseignements sur les populations d’actinomycétes et de champignons
présentes dans les composts. On note une importante prolifération de champignons pendant la phase

thermophile qui est ensuite suivie d’une baisse drastique apreés les amendements en chitine.
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INTRODUCTION

Le compostage

Nous vivons dans un monde ou I’industrialisation est en constant essor. Ce phénoméne nous a
poussé a abuser des ressources disponibles et & consommer de fagon démesurée. Les hommes ont
trop longtemps pensé en terme de profits sans se soucier des torts causés a I’environnement. Les
effets de cette production industrielle massive et de cette consommation abusive sont trop
souvent la génération de grandes variétés et quantités de déchets. Comme le dit Mustin (1987),
on a qu’a penser aux boues usées produites par les stations d’épuration des eaux, aux industries
extractives ou aux industries qui rejettent des polluants dans I’atmosphére ou dans I’eau, aux
déchets agricoles, agroalimentaires et forestiers, et, plus prés de nous, aux ordures ménagéres
pour constater que les déchets et résidus abondent. Fort heureusement, depuis quelques années,
des mesures ont été prises afin de diminuer la quantité de déchets générés et de recycler une partie

de ceux-ci. Une des solutions pour la revalorisation des déchets organiques est le compostage.

Le compostage est un processus biologique contrdlé de conversion et de revalorisation des
substrats organiques (sous-produits de la biomasse, déchets organiques d’origine biologique, etc.)
en un produit organique stable, hygiénique, semblable & un terreau riche en composés humiques
que I’on nomme le compost (Mustin, 1987). Dans la majorité des cas, le compostage est le fruit
d’une activité microbienne aérobie intense (Blaine, 1993). Le compostage comporte plusieurs
applications. Il est important dans le traitement et la revalorisation des déchets organiques. Son
produit, le compost, peut étre utilisé comme amendement a un sol (horticulture) ou il peut servir
comme substrat sélectif (culture de champignons) (Blaine, 1994). La culture dite biologique et
la réduction de I’emploi des engrais chimiques gagnent de plus en plus en popularité auprés des
agriculteurs. Cependant, méme si le compost est un bon conditionneur de sol car il apporte des

nutriments aux plantes, il peut rarement compétitionner avec les engrais de synthése. Par contre,




le compost a un avantage sur les engrais de synthése car en plus de sa valeur fertilisante, il
apporte au sol de la matiére organique, ce qui peut limiter 1’érosion des sols (Mustin, 1987; Atlas
et Bartha, 1993).

Il existe différentes techniques de compostage, dépendemment des déchets ou biomasses &
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. Il s’agit d’un tas de compost qui a un
maximum de 3 métres de haut et qui peut avoir plusieurs métres de longueur. On peut aussi
composter en fosse, dans un trou au niveau du sol aménagé a cet effet. Pour ces 3 premiéres
techniques, 1’aération peut étre soit forcée par un systéme de ventilation ou mécanique par
brassage et retournement du tas de compost. Finalement, le compostage peut étre effectué en silo-

couloir ou en fermenteur (Mustin, 1987).
Facteurs influencant le compostage
La température

Comme il a été dit plus haut, le processus de compostage est le fruit d’une activité microbienne
intense (Blaine, 1993). Les réactions de biodégradation et d’oxydations partielles de la matiére
organique qui ont lieu & Pintérieur d’un compost ont pour effet de produire de la chaleur qui est
conservée a l'intérieur du tas de compost (Mustin, 1987). La température peut varier
énormément durant le compostage; pendant les phases mésophiles, les températures peuvent
étre de 20 a 30°C alors que pour les phases thermophiles, les températures grimpent jusqu’a 50
a70°C et parfois davantage (Suler et Finstein, 1977). La plus haute température enregistrée lors
d’un processus de compostage est de 82°C (Finstein et al., 1986). Les températures élevées sont
une des caractéristiques des systémes en compostage et signifient la présence d’une grande

activité métabolique microbienne et donc d’une grande vitesse de décomposition des substrats.




Lorsque la température du compost est inférieure 4 20°C, la vitesse de décomposition est lente
mais lorsqu’elle grimpe au dessus de 20°C, la vitesse de décomposition augmente rapidement
(Blaine, 1993). Parce que I’activité microbienne est fortement influencée par la température,
plusieurs chercheurs se sont penchés sur la question de la température optimale pour le
compostage (Jeris et Regan, 1973, MaxGregor et al., 1981; McKinley et Vestal, 1984; Nakasaki
et al., 1985, Suler et Finstein, 1977). Les réponses étaient assez variables et se situaient entre 35
et 65°C dépendamment des biomasses compostées. Cependant, le taux de décomposition est
maximal lorsque la température se situe entre 50°C et 60°C. La température est un facteur sélectif
trés puissant (Atlas et Bartha, 1993). Les hausses de températures ont de grandes influences sur
les populations microbiennes qui deviennent vulnérables lorsque celles-ci excédent leurs
températures optimales de croissance (Mustin, 1987). Les hautes températures sont bénéfiques
car elles permettent I’élimination des microorganismes pathogénes (salmonelles, streptocoques
fécaux, coliformes fécaux, etc) dans les composts (Blaine, 1993; Burge et al., 1978; Savage et
al., 1973; Wiley et Westerberg, 1969).

L’humidité

L’humidité est un facteur physique trés important mais souvent négligé dans les processus de
compostage (Mustin, 1987). L’eau est essentielle pour les besoins physiologiques des
microorganismes, pour les milieux de colonisation bactérienne et comme milieu pour les
échanges gazeux. Il s’agit d’un facteur limitant la colonisation microbienne si elle est trop grande
ou trop faible. L’humidité optimale est souvent définie comme étant le taux d’humidité maximal
qui ne restreint pas la présence et la diffusion de 'O, essentielle pour la respiration des
microorganismes dans le compost (Blaine, 1993; Mustin, 1987). La teneur en eau optimale d’un
compost dépend surtout des biomasses & composter et de leur capacité de rétention d’eau
(Mustin, 1987, Blaine, 1993; Suler et Finstein, 1977). La teneur en eau a tendance a diminuer

pendant le compostage (perte sous forme de vapeur d’eau) sous I’action conjuguée de la montée




de température, du brassage et retournement du compost ou de I’aération 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 survie des populations de microorganismes (Miller, 1989; Mustin,
1987). En général, pour les biomasses les plus souvent rencontrées en compostage, une teneur

en eau entre 55 et 75% s’avére adéquate (Blaine, 1993).
L’aération

La production de chaleur et le taux de décomposition sont affectés par la quantité d’oxygéne. En
général, des conditions anaérobies ne sont pas souhaitables durant le compostage méme si certains
processus particuliers de compostage ont lieu en absence d’oxygene (Gray et al., 1971). Dans le
sol, des conditions aérobies et anaérobies peuvent coexister & proximité ’une de I’autre. Le méme
phénoméne peut étre rencontré dans les composts surtout si les composts sont trop humides ou
mal aérés (Greenwood, 1961). Les conditions anaérobies aménent la formation de métabolites
intermédiaires qui occasionnent des problémes durant le compostage. On parle ici d’acides
organiques volatiles (propanoique et butanoique), de composés soufrés et azotés (Blaine, 1993),
et d’autres composés (phénols, indoles, mercaptans) causant de sérieux problémes d’odeurs

( Mathur et al., 1986). Ces odeurs peuvent également attirer des insectes indésirables ( Mathur
et al., 1986). Certains acides organiques produits en condition anaérobies sont toxiques pour les
plantes. Les composts contenant ces acides peuvent demeurer phytotoxiques pour plusieurs
années (Hoitink, 1980). Le produit final du compostage en conditions anaérobies est donc
souvent tres peu fertilisant (Blaine, 1993). L’aération des composts est trés importante pour
éviter tous les problemes occasionnés par un manque en O,. La diffusion de I’O, dépend entre
autres de la porosité des substrats, de la grosseur des particules, du pourcentage d’humidité, etc.
(Blaine, 1987). 1l est donc important que les systémes de compostage soient construits afin
d’avoir une ventilation forcée (Goldstein, 1988) ou qu’une bonne méthode d’aération mécanique

soit effectuée afin d’assurer des conditions aérobies adéquates (Mustin, 1987).




Le pH

Le pH est un parametre important et déterminant pour composter avec succes car les bactéries,
et, plus particuliérement, le groupe des actinomycétes, sont trés sensibles aux pH acides (pH<7)
(Blaine, 1993). Dans la section précédente, nous avons vu que les conditions aérobies sont
essentielles pour produire un compost de qualité. Sous des conditions anaérobies, le pH du
compost peut descendre trés bas & cause de la production d’acides organiques. Ainsi, la
croissance de plusieurs populations microbiennes est inhibée et par le fait méme il y a un
important ralentissement de la biodégradation (Blaine, 1993; Mustin, 1987). Un pH trop bas au
départ peut ralentir le processus de décomposition (Jeris et Regan, 1973; Shulze, 1962). Le pH
varie habituellement de 6 a 9 dans les composts. Normalement, le pH augmente au cours du
compostage dii a ’ammonification (~8,5), c’est-a-dire la production d’ammonium lors des
différentes réactions métaboliques. Aprés la phase d’ammonification, le pH redescend et se
stabilise autour de 7,5-8,0 (Blaine, 1993).

Les substrats

Avant de préparer un mélange a composter, il faut analyser particuliérement chaque intrant ou
biomasse qui prendra part au processus. Il faut penser a faire des mélanges qui ne sont pas trop
denses pour que I’aération puisse étre adéquate. Un mélange de biomasses qui sont trop liquides
risquent de produire des lixiviats auxquels sont souvent associés des problémes d’odeurs et de
contamination des nappes d’eau (Mathur et al., 1985;1986). L’emploi d’agents structurants
comme les copeaux de bois, la paille ou de I’écorce est fortement recommandé lorsque le mélange
a composter comporte des résidus animaux. Ces agents permettent d’augmenter la porosité
(interstices) du compost afin de permettre une meilleure aération (Blaine, 1993). Le choix des

bons intrants et dans les bonnes proportions permet habituellement d’effectuer le compostage sur




une période 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 bactéries préférent les acides aminés ou autres substrats azotés alors que
d’autres préferent les substrats hautement carbonés (Blaine, 1993). Un paramétre trés important
a considérer pour le substrat est donc son rapport du carbone sur I’azote (C/N) (Mustin, 1987).
Les composés comme la cellulose ont un C/N tres élevé alors que les résidus animaux ont C/N
bas car ils contiennent beaucoup d’azote. Il est important de créer un équilibre entre les
différentes biomasses que 1’on veut composter pour ne pas avoir de surplus ou de carence en
éléments essentiels (Mustin, 1987). Le carbone est le principal constituant des composés
organiques. Pendant la dégradation aérobie, les microorganismes consomment de 15 & 30 fois
plus de carbone que d’azote. Les bactéries 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 été démontré que les meilleurs
rapports se situaient entre 30:1 et 50:1. Le C/N décroit au fur et & mesure que le processus de

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

Dans ce projet interdisciplinaire, nous étudions différents aspects du compostage de résidus
chitineux. La chitine est le polymére le plus répandu dans la nature aprés la cellulose. Ce polymére
hautement hydrophile est présent dans la cuticule ou exosquelette des insectes, dans la paroi des
champignons et de certaines algues chlorophycées, mais surtout dans les carapaces d’invertébrés
marins et d’eau douce comme les crevettes, crabes, homards, krill (Pennisi, 1993 ; Seng 1988;
Jeunieux et al., 1989). C’est ce polymére qui donne une structure rigide aux différentes carapaces.
La chitine, et par conséquent, les différents organismes qui la synthétisent sont présents dans de
trés nombreux écosystémes autant terrestres qu’aquatiques. C’est ce qui explique la présence
dans le sol ou dans I’eau de microorganismes qui sont aptes a décomposer la chitine (Dupuy,
1991).




La chitine est le constituant majeur des carapaces de crustacés (60-80%). Ces carapaces
renferment aussi des protéines et des sels inorganiques. Les carapaces de crustacés,
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 polymérique dont
'unité de base est un aminosucre, la N-acétylglucosamine. Dans la molécule de chitine, les
monomeres sont liés par des liens glycosidiques B 1-4. 1l s’agit donc d’un composé dont la
structure se rapproche de celle de la cellulose (Sanford, 1989). Certains microorganismes
produisent des enzymes extracellulaires capables d’hydrolyser la chitine sous différentes formes.
Les endo-chitinases hydrolysent le polymeére de fagon aléatoire pour produire des diméres et des
trimeres de N-acétylglucosamine tandis que les exo-chitinases hydrolysent la chitine de haut poids
moléculaire en produisant uniquement des diméres de NAG. Finalement, les N-
acétylglucosaminidases aussi appelées chitobiases ou N-acétyl hexoaminidases hydrolysent les
dimeéres de NAG et parfois le NAG des extrémités non-réductrices des chaines de chitine. Ceci
produit des monomeéres de NAG (Shaikh et Deshpande, 1993). La NAG, qui est le produit final
de ’hydrolyse de la chitine, est un aminosucre trés riche en énergie et en azote et peut donc étre

facilement assimilé par la majorité des microorganismes.

La chitine peut aussi se retrouver, quoique plus rarement, sous une forme partiellement
déacétylée que I’on nomme le chitosane. Ce chitosane est en fait un composant de la paroi des
champignons de la classe des Zygomycétes. Il est possible d’extraire la chitine des carapaces de
crustacés en les broyant et en faisant un traitement déprotéinisant et déminéralisant. Ensuite, une
simple déacétylation de la chitine permet d’obtenir du chitosane (Sanford, 1989, Seng, 1988). Le
chitosane peut étre hydrolysé par des enzymes comme les chitosanases et les glucosaminidases
(Boucher et al., 1992). Le produit final de ’hydrolyse est évidemment la D-glucosamine, un

aminosucre qui est aussi facilement utilisable par les microorganismes.

Les microorganismes possédant des chitinases appartiennent surtout aux groupes des bactéries




gram-positives comme les actinomycétes et les bactéries du genre Bacillus mais certaines
bactéries gram-négatives ( Serratia, Aeromonas) possédent aussi des chitinases (Perrakis et al.,

1993).

La chitine, le chitosane et les oligoméres issus de leur dégradation ont des propriétés biologiques
fort intéressantes. Ils peuvent en effet agir comme éliciteurs des mécanismes de défense des
plantes envers certains agents phytopathogénes (Hadwiger et al., 1994; Kendra et Hadwiger,
1984; Kendra et al.,1989). Les produits intermédiaires de dégradation de la chitine et du chitosane
(oligomeres) exercent aussi une action fongistatique en limitant la croissance d’un bon nombre
de champignons phytopathogénes comme Alternaria, Rhizopus, Fusarium, Venturia,

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

Les industries de transformation des péches situées en bordure des cotes générent & chaque
année plusieurs millions de tonnes de carapaces d’invertébrés marins riches en chitine. Ces résidus
chitineux sont soit rejetés a la mer, créant un probléme de pollution autour des usines, ou
simplement enfouis dans le sol ( Seng, 1988, Pennisi, 1993; Mathur et al., 1985; 1986). Dans
certains pays (Japon, Etats-Unis etc.), les résidus chitineux commencent i étre revalorisés. Des
usines d’extraction et de production de la chitine et du chitosane ont été mises sur pied. On utilise
ces produits ou leurs dérivés notamment en agriculture, dans I’industrie des cosmétiques, dans
I’alimentation, dans le domaine de la santé, dans le traitement des déchets, etc. (Hirano, 1989;
Sandford, 1989). Le marché potentiel de ces produits aux Etats-Unis seulement serait de I’ordre

de plusiéurs centaines de millions de dollars par année (Seng, 1988).
Chitine et compostage

Etant donné I’omniprésence de la microflore chitinolytique dans différents écosystémes (Dupuy,

1991), les résidus chitineux provenant des carapaces d’invertébrés marins ne doivent pas




représenter une biomasse difficile &4 composter. Au Nouveau-Brunswick, 1’équipe de Mathur
(1985, 1986, 1988) a étudié la possibilité de composter des résidus de poisson en combinaison
avec des carapaces de crabes, des algues marines et parfois 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 été réalisés. Toutes ces études en sont arrivées aux mémes conclusions soit
que les résidus chitineux peuvent étre compostés efficacement. Les composts produits a partir de
résidus chitineux avaient un pouvoir fertilisant de pauvre a trés bon dépendant des biomasses

compostées avec les carapaces de crustacés.

Les carapaces de crustacés marins, une biomasse composée en grande majorité, de chitine, de
protéines et de sels inorganiques (Jeuniaux, 1989; Seng, 1988) ne représentent pas un mélange
équilibré d’un point de vue nutritionnel pour obtenir un taux de décomposition microbien optimal.
Les carapaces de crustacés sont trop riches en azote. Le mélange de chitine et protéines
résiduelles retrouvées sur les carapaces possédent un C/N inférieur a 8:1 (Brodie et al., 1994).
De plus, la composition minérale en phosphore, en potassium et en magnésium est trés pauvre.
11 faut donc penser a composter cette biomasse en présence d’autres biomasses comme la tourbe,
les copeaux ou sciures de bois, la paille et les feuilles mortes qui ont un C/N trés élevé. Ainsi, la
composition initiale d’un mélange bien balancé permettra d’atteindre un équilibre nutritionnel

pour favoriser un taux de dégradation maximal,
Microbiologie des composts

La microbiologie du compostage est complexe dans sa description a cause des grandes variations
des populations suite aux changements physico-chimiques (pH, température, etc.) (Blaine, 1993).
Jusqu’a maintenant, peu d’études se sont penchées sur ce sujet (Blaine, 1993). Aucune recherche
n’a d’ailleurs été effectuée sur la microbiologie des composts a base de résidus chitineux. En ce

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




Pemphase sur des groupes particuliers de microorganismes. Finstein et Morris (1975) ont fait une
revue générale de la microbiologie du compostage afin d’identifier les principaux
microorganismes participant au compostage. Les microorganismes sont présents en trés grands
nombres dans tous les substrats destinés & étre compostés et, par conséquent, I’inoculation de
microorganismes pour initier le compostage s’avere souvent inutile (Mustin, 1987). Au départ
du processus de compostage, la température du compost dépend de la température ambiante
(Mustin, 1987). Le processus de compostage est initié par des microorganismes hétérotrophes
mésophiles (Atlas et Bartha, 1993). La premiére phase du compostage est une phase de
dégradation. Elle est caractérisée par une trés forte activité microbienne (surtout des bactéries)
qui dégradent les composés les plus facilement biodégradables comme les protéines, les lipides
et les glucides (Mustin, 1987). Suite au métabolisme microbien, la température du compost
- §’éléve et peut atteindre des températures variant de 50 a 80°C (Mustin, 1987; Suler et Finstein,
1977). Au fur et a mesure que les températures augmentent, les populations de microorganismes
thermophiles succédent aux populations mésophiles (Atlas et Bartha, 1993). Cette phase
thermophile dure peu de temps et est suivie par une diminution lente de la température (Mustin,
1987). Ensuite, on entre dans la deuxiéme phase du compostage qui est une phase de maturation,
Il y a ralentissement de I’activité microbienne di au manque de substrats facilement assimilables.
Il ne reste habituellement que des composés plus difficiles a dégrader comme la lignine ou la
cellulose. Il y a donc attaque de ces gros polymeéres par les microorganismes possédant les
enzymes pouvant les hydrolyser. Il s’agit donc d’une phase ou la compétition et les inhibitions
sont plus marquées (Mustin, 1987). Les principaux groupes de microorganismes responsables
du compostage sont les bactéries, les actinomycétes et les champignons. Les actinomycétes sont

des bactéries mais ils sont souvent traitées séparément (Blaine, 1993).
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Les champignons

Les champignons sont souvent retrouvés dans les systémes en compostage dans la phase de
maturation lorsque la température est plus basse et que les seuls substrats disponibles sont des
polymeres complexes. Ceux-ci préféfent des conditions aérobiques et peuvent croitre & une large
gamme de pH (2-9). Méme si certains champignons (Geotrichium candidum, Aspergillus
Sfumigatus, Thermoascus aurantiacus, Torula thermophila) peuvent croitre a des températures
au dessus de 50°C (Finstein et Morris, 1975), la plupart des champignons sont sensibles a une
trop forte augmentation de température et par conséquent ne se développent pas durant la phase
thermophile (Blaine, 1993).

Les actinomycétes

Les actinomycétes sont pour la plupart des bactéries filamenteuses qui produisent des spores.
Leurs spores ne sont pas aussi résistantes que les endospores bactériennes mais elles leur
permettent de survivre a une dessication prolongée (Mc Carthy et Williams, 1991). Ces bactéries
sont aérobies et neutrophiles, ¢’est-a-dire que leur croissance est meilleure a des pH neutres ou
légérement alcalins (Blaine, 1993; Mustin, 1987). Plusieurs genres d’actinomycétes croissent &
des températures de 50-60°C et sont donc considéré comme étant thermophiles
(Thermomonospora) (Atlas et Bartha, 1993). Les actinomycétes peuvent utiliser une grande
variété de substrats carbonés (Mc Carthy et Williams, 1991) et sont bien connus pour leur
capacité a sécréter des enzymes extracellulaires dégradant de grands polyméres. On parle ici de
la lignine, de la cellulose, de I’hémicellulose, de la pectine et de la chitine (Mc Carthy, 1987,
Zimmermann et Broda, 1989). Les actinomycétes se développent surtout dans les phases de
maturation du compost alors qu’il ne reste que des polymeéres comme la cellulose ou la lignine
dans les composts. Les genres Streptomyces et Nocardia représentent environ 90% de la

biomasse des actinomycétes présents dans le compost. Les actinomycétes sont souvent associés
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aux odeurs aromatiques du sol ou des composts matures (Mustin, 1987).

Les bactéries

Les bactéries ont été moins étudiées que les actinomyceétes ou les champignons mais ce n’est pas
parce qu’elles sont de moindre importance. Il a été démontré que, dans des composts a base de
sciures et de boues de stations d’épuration et sous des conditions idéales, les activités de
biodégradation intense suivie de la montée de température dans les premiers jours de compostage
étaient essentiellement dues aux bactéries (Miller et Finstein, 1985; Strom, 1985). Des
températures de 60-80°C sont souvent obtenues dans la premiére semaine du compostage laissant
ainsi la place aux bactéries thermophiles. Mais quand les températures redescendent apres
quelques jours, les microorganismes mésophiles qui ont survécu a la montée de température
(thermotolérance ou spores) reprennent le dessus. Dans des composts ou la phase thermophile
est maintenue artificiellement 4 50-60°C pendant plusieurs jours, des bactéries du genre Bacillus
constituent la majorité des bactéries isolées. Cependant, lorsque la température d’incubation
atteint 65°C, Bacillus stearothermophilus est la seule espécé représentée (Strom, 1985). Certaines
bactéries thermophiles dont Bacillus steathermophilus, et Clostridium thermocellum sont

dominantes dans les composts (Atlas et Bartha, 1993).
Les techniques permettant I’étude microbiologique des composts

Deux types d’informations sont plus prisées en ce qui a trait aux microorganismes du compost;
premiérement, leur quantité (nombre) ou leur biomasse (exprimée en unité/volume ou masse) et
deuxiémement, leur identification taxonomique au niveau de la classe, du genre et de 1’espéce
(Mustin, 1987). 1l existe donc des techniques qui permettent de dénombrer les microorganismes

ou qui permettent de calculer leur biomasse et leur activité métabolique. Certaines techniques
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permettent aussi de détecter spécifiquement des groupes de microorganismes particuliers (Atlas

et Bartha, 1993).
Dénombrement des microorganismes

Pendant longtemps, la technique qui a été utilisée pour les dénombrements des cellules
microbiennes viables, était celle qui consistait 4 diluer un échantillon de compost puis a 1’étaler
sur différents 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 température et de la durée de
I'incubation. Ainsi, pour des dénombrements 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 dé microorganismes. Pour dénombrer des populations spécifiques, on
utilise des milieux sélectifs ou différentiels qui permettent seulement la croissance des organismes
voulus ou qui permettent la différentiation de certains microorganismes croissant sur le milieu de
culture (Atlas et Bartha, 1987). Les milieux solides ensemencés sont incubés pendant une
période de temps qui permet aux bactéries de I’échantillon de se multiplier et de former des
colonies visibles a I’oeil. Les décomptes sont obtenus en comptant chaque colonie qui représente
dans la plupart des cas la croissance d’une seule cellule (Atlas et Bartha, 1993). 1l a été prouvé
que la technique de dénombrement sur boites de pétri sous-estime les populations présentes dans
I’échantillon. Elle donne donc une estimation ou un ordre de grandeur des populations présentes
dans I’échantillon (Atlas et Bartha, 1987, Kepner, 1994) Cette technique, bien qu’encore trés
utilisée, laisse donc progressivement sa place aux techniques de dénombrement direct des

microorganismes qui donnent des résultats plus prés de la réalité (Kepner, 1994),
Les techniques utilisant un microscope a épifluorescence sont les méthodes les plus fiables pour

le dénombrement direct des microorganismes dans un échantillon (Bergstrom et al., 1986;

Schallenberg et al., 1989, Kepner et Pratt, 1994). Cette technique demande une coloration a
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I’aide d’un fluorochrome. Les 2 colorants les plus utilisés sont !’acridine orange (3,6-
bis[diméthylamino]chlorure acridine) et le DAPI (4',6-diamidino-2-phénylindole). Le principe
consiste & mettre en contact I’échantillon et un colorant qui se fixe a I’ADN des microorganismes
ce qui les rend brillants sous une lumiére fluorescente (Kepner, 1994). Ces techniques donnent
généralement des dénombrements de 10 & 100 fois plus élevés que ceux obtenus par la technique
des dilutions et étalement sur des milieux de culture. Toutefois, il est souvent difficile de

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

II est aussi possible de déterminer la quantité de microorganismes présents dans un échantillon
par mesure de la biomasse. Ceci nous donnera une information en unité par volume ou par masse
d’échantillon. Différents paramétres peuvent étre étudiés et peuvent nous donner une bonne
indication de la biomasse microbienne présente dans 1’échantillon étudié. On peut par exemple
mesurer la quantité d’ATP et d’adénylate total, doser la quantité de certains pigments
photosynthétiques comme la chlorophylle (algues et bactéries photosynthétiques), ou mesurer la
quantité d’ADN et de protéines (Atlas et Bartha, 1993). Finalement, I’analyse de certains
composants formant les parois et membranes cellulaires comme les lipides par exemple peuvent
aussi nous donner des indices sur les biomasses en présence. Des études ont démontré que le suivi
des acides gras microbiens par exemple était possible afin d’estimer certaines populations
microbiennes dans des échantillons de sol (Pennanen et al., 1996, Frostegard et al., 1993).
D’autres études ont aussi démontré que les patrons des acides gras sont trés particuliers d’une
espéce de bactérie a une autre et qu’il est possible de les utiliser comme outil de classification

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

Finalement, il existe des méthodes qui permettent la détection de certains groupes de
microorganismes. On parle ici de la détection immunologique ( ex: anticorps marqué qui est
spécifique a un groupe de microorganismes) et de la détection par sondes moléculaires ou par
PCR (Atlas et Bartha, 1993).
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Certaines approches physiques utilisant le phénoméne de la respiration comme base peuvent aussi
étre utilisées. On peut mesurer le taux de respiration grace a la production de CO,. Ces mesures
nous renseignent sur la quantité de réactions métaboliques effectuées par les microorganismes

(Atlas et Bartha, 1993).
Objectifs du projet

Il s’agit d’un projet multidisciplinaire regroupant des participants de plusieurs domaines tels que
I’ingénierie (pour les études de marchés et de faisabilité du compostage a grande échelle), les
sciences humaines (au niveau de la perception des agriculteurs face au compostage ) la biologie
(pour le développement d’un compost a base de carapaces de crevettes, les études
microbiologiques) et I’agriculture (les effets du compost sur les plantes et la microflore du sol)
Les objectifs globaux de ce projet visent a I’élaboration d’un compost 4 base de résidus chitineux
(carapaces de crevettes) arborant les propriétés fertilisantes, fongistatiques et phytoprotectrices
offertes par la chitine. Nous partons de I’hypothése que le compostage de ces résidus chitineux
pourrait permettre, tout en éliminant une source de déchet, d’obtenir un produit final (compost)
fertilisant qui pourrait posséder les caractéristiques apportées par les oligoméres de chitine soit
le pouvoir d’activer les mécanismes de défense des plantes et une action fongistatique (Kendra
et Hadwiger, 1984; Kendra et al., 1989, Hirano et Nagao, 1989). Il importera de trouver la
composition optimale de chaque biomasse participant au processus de compostage et,
notamment, de déterminer la quantité et le moment d’introduction des carapaces de crevettes

nécessaires pour obtenir les oligoméres actifs dans le produit final.

Pour notre part, nous nous sommes donnés comme objectifs spécifiques d’étudier la dynamique
des populations microbiennes au cours du processus de compostage de résidus chitineux. Pour
ce faire, les populations bactériennes totales, cellulolytiques et chitinolytiques viables seront

dénombrées par la méthode classique de dilutions et d’étalement sur milieu de culture. Ces études
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seront effectuées pour plusieurs composts. A des fins de comparaisons, en plus des
dénombrements de bactéries viables, nous ferons des dénombrements directs des bactéries totales
de méme que des extractions et analyses de différents acides gras microbiens présents dans
certains composts. Cette derniére technique nous permettra de dresser un profil des acides gras

microbiens et suivre leur évolution au cours du processus de compostage.
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CHAPITRE 1
MATERIEL ET METHODES
1.0 Le compostage

Le compostage des résidus chitineux & petite échelle a eu lieu dans des contenants de plastique
de 4 litres. Ces contenants, 18 en tout, étaient regroupés dans un incubateur. Etant donné
I’impossibilité pour de si petits volumes de composts de conserver la chaleur produite par les
nombreuses réactions de biodégradation, les températures de compostage étaient imposées.
Ainsi, une partie du processus de compostage a été effectuée a 30°C et I’autre partie a S°C.

Trois profils de température ont été utilisés (figure 1).

Les contenants de plastique étaient munis d’embouts aux deux extrémités pour permettre
’aération des composts. Celle-ci était assurée par une pompe qui aspirait I’air présent dans
Iincubateur pour le faire sortir a ’extérieur. Le temps d’aération était de 20 minutes et ce, 6 fois
par jour. Différentes biomasses ou intrants tels les carapaces de crevettes, la tourbe, les sciures
de bois de résineux et de feuillus et ’urée ont été compostées. Les formulations & 3 intrants se
sont avérées les meilleures en ce qui a trait aux qualités fertilisantes du compost et elles
produisaient un minimum de lixiviats. Ce sont donc les mélanges a 3 intrants qui seront analysés
dans ce travail. Les mélanges les plus étudiés ont été les composts composés de carapaces de
crevettes, tourbe et sciures de bois en différentes proportions., Aux cours du compostage des 3
intrants originaux (crevettes , tourbe, sciures), des amendements en carapaces de crevettes ont
été réalisés avec certains essais. Des amendements sur des composts commerciaux ont aussi été

étudiés.
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Figure 1. Patrons des températures imposées pendant les différents essais de compostage. (A)
Patron de température pour les premiers essais de compostage; (B) Patron de température

obtenus par le CR.I1.Q.; (C) Patron de température obtenu par le C.R.1.Q comportant une seule
phase thermophile.

Nous avons utilisé la nomenclature qui est décrite ci-dessous pour identifier nos composts selon

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

Cooi. pour carapaces de crevettes
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T pour tourbe
S(F)....... pour sciures de feuillus
S(R).......pour sciures de résineux

U...... pour urée

De plus, la proportion volumétrique de chaque intrant est désignée par un chiffre qui suit
immédiatement la lettre du code d’identification précédent. Si aucun chiffre ne suit une lettre,
c¢’est que le chiffre un devrait étre associé a cette lettre. Ainsi, un compost CT,S(F), avait donc
comme intrants au départ des carapaces, de la tourbe et des sciures de feuillus en proportion

volumétrique de 1:2:2. Le tableau 1 présente les différents types de composts qui ont été étudiés

dans ce travail.

Tableau 1. Liste des composts analysés dans cette étude.

composts conditions de compostage ' profil de températures

CTS(F)

Essai a non-amendé A

Essai b amendé de 30% aprés 57 jours

Essai ¢ amendé de 30% aprés 78 jours
CT,S(F),

Essai a non-amendé A

Essaib amendé de 30% aprés 57 jours

Essaic amendé de 30% apreés 78 jours

19




composts

conditions de compostage

profil de températures

CT,S(F),
Essai a non-amendé
Essais b amendés de 30% apreés 50 jours et de A
c 10% aprés 78 jours.
d
e
CT,S(R),
Essais a non-amendés
f
Essais b amendés de 30% aprés 50 jours et de A
10% apres 78 jours.
d
e
8
UT,S(R),
Essai a non-amendé » B
Essais d amendés de 33% aprés 21 jours
e
CT,S(R),
Essai a non-amendé B
Essais d amendés de 33% apres 21 jours
e
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compost conditions de compostage profil de températures
C2T,S(R),
Essai a non-amendé B
Essais d amendés de 33% aprés 21 jours
e
Compost
Aquaterre C
Essaia non-amendé
Essai b amendé de 30% aprés 6 jours
Compost de
feuilles C
Essai a non-amendé
Essai b amendé de 30% aprés 6 jours

1 Les amendements étaient constitués de carapaces de crevettes et étaient effectués en % masse

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

1.1 Suivi des populations microbiennes.

Trois méthodes ont été utilisées pour effectuer le suivi des populations microbiennes soit: le
dénombrement des bactéries viables sur boites de Pétri, le dénombrement direct des bactéries

totales par I’utilisation d’un fluorochrome et I’extraction et I’analyse des acides gras microbiens.

1.1.2 Technique de dénombrement des bactéries viables sur boite de Pétri.

Trois échantillons de compost ont été prélevés aléatoirement dans les bacs de compost. Dans un

premier temps et pour chacun des échantillon, 1 g de compost a été pesé et a servi pour le
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dénombrement microbien. Dans un deuxiéme temps, et encore pour chacun des échantillons, une
quantité a été prélevée, pesée puis séchée au four a 80°C pour déterminer le pourcentage
d’humidité de chaque compost. Chaque échantillon de compost a été dilué en série dans de la
saline physiologique (NaCl 0,85%) stérile. Ensuite, 100 ul de certaines dilutions ont été étalées
sur différents milieux de culture solides. Trois milieux de culture ont été utilisés: 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 quantité totale de bactéries viables. Ce
milieu est constitué 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 distillée. Le milieu cellulose-agar avait comme base minérale
celle du milieu Czapek (Difco manual, 1984). Cette base minérale est constituée de 2,0 g de
NaNO,, de 1,0 g de K,HPO,, de 0,5 g de KCL, de 0,5 g de MgSO, et de 0,01 g de FeSO, pour
1 litre d’eau. La seule source de carbone du milieu était le carboxyméthylcellulose a une
concentration finale de 1%. Le milieu était solidifié en ajoutant 15 g d’agar par litre. Ce milieu
permettait la croissance des microorganismes possédant les enzymes capables d’hydrolyser le
carboxyméthylcellulose. Pour le milieu chitine-agar, la base minérale du milieu Czapek a été
utilisée sauf que le NaNO, a été éliminé. La seule source de carbone et d’azote du milieu était la
chitine en poudre (Sigma) a une concentration finale de 1%. Le milieu était solidifié en ajoutant
15 g d’agar par litre. Ce milieu permettait la croissance des microorganismes possédant des
enzymes capables d’hydrolyser la chitine. Les colonies poussant sur les différents milieux ont été
comptées apres quatre ou cing jours d’incubation. Les unités formatrices de colonies (UFC) ont
été rapportées par gramme de compost sec en tenant compte du poids de 1’échantillon et du

pourcentage d’humidité.

1.1.3 Dénombrement total et direct des bactéries avec Putilisation d’un fluorochrome.

Pour le dénombrement total et direct des bactéries, le protocole utilisé est celui de Kepner et Pratt
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(1994) a quelques modifications prés. Pour les composts a étudier, 1 g de compost a été prélevé.
Cet échantillon a été resuspendu dans une solution d’eau distillée stérile dans laquelle un agent
dispersant (tétrasodium Ppi) a été ajouté a une concentration finale de 0,01M. Des dilutions en
série ont ensuite été effectuées dans de 1’eau distillée stérile. L’étape suivante était la coloration
des cellules microbiennes de I’échantillon. La coloration a eu lieu dans un tube-entonnoir muni
d’un filtre de polycarbonate noir ayant des pores de 0,2um. La coloration avait lieu aprés que 3
ml d’eau stérile eurent passés sur le filtre de polycarbonate noir pour I’humecter. La coloration
d’une durée de 3 min. & I’obscurité a eu lieu directement dans le tube entonnoir en mélangeant
1,25 ml de I’échantillon, 3,25 ml d’eau distillée stérile et 0,5 ml d’acridine orange a 0,001%. Le
mélange a été agité a chaque minute. Aprés 3 min, 3 ml d’eau distillée stérile ont été ajoutés puis

I’échantillon a été filtré sous vide. Les bords de I’entonnoir ont ensuite été rincés avec 3 ml d’eau
| distillée stérile. Une fois la filtration terminée, on déposait sur une lame de microscope le filtre
sur lequel étaient trappés les microorganismes. Le comptage des bactéries a été effectué a I’aide
d’un microscope a épifluorescence a un grossissement de 400X. Vingt champs de microscope
de 0,43 mm de diamétre ont été comptés puis I’extrapolation a été faite pour estimer la quantité

de bactéries trappées sur le filtre. Les comptes ont été ramenés par g de compost sec.
1.1.4 Extraction et analyse des acides gras microbiens.

Les cellules microbiennes ont été séparées des débris de compost en suivant le protocole de
Steffan (1988). Un échantillon de 10 g de compost était prélevé et mélangé a 50 m! de tampon
phosphate de sodium (pH 4,5) dans un malaxeur a basse vitesse pendant une min. Le mélange
était ensuite refroidi dans la glace pour une min. Cette étape de brassage de I’échantillon dans un
mélangeur était répétée 2 autres fois avec un refroidissement sur glace entre chacun. A la fin des
3 brassages, 200 pl de SDS ont été ajoutés puis un brassage de 5 sec. a eu lieu. Le mélange était
ensuite centrifugé a 500 rpm pendant 30 sec. Le surnageant était récupéré et centrifugé & 10 000

x g 4 10°C pendant 30 min. Le surnageant était jeté et le culot de cellules conservé 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 & 10°C ont été effectués. Une fois le culot de cellules récupéré, une étape de saponification
a eu lieu. La saponification et les étapes suivantes d’extraction des acides gras ont eu lieu dans
des tubes de verre nettoyés avec de 1’acide chromique pour éliminer toutes traces d’acides gras
ou de lipides contaminants. Pour la saponification, un volume de 1 ml d’une solution composée
de 150 ml d’éthanol, de 150 ml d’eau distillée et de 45 g de NaOH a été ajouté au culot de
cellules. Le mélange a été ensuite chauffé 3 100°C pendant 30 min avec une agitation au vortex
apreés les 5 premiéres min. L’extraction des acides gras a été faite selon le protocole de Bligh and
Dyer (1959) qui a été modifié de la fagon suivante. Premiérement, un mélange chloroforme,
méthanol et eau (2; 3,5: 1,1) a été ajouté dans le tube contenant les extraits de cellules qui avait
préalablement été refroidi. Le mélange a été vortexé puis centrifugé a 1000 rpm pendant 10 min.
Ensuite, le éurnageant a été versé dans un autre tube contenant un mélange de chloroforme (4 ml)
et d’eau (4 ml) et le culot a été jeté. Le surnageant et le mélange chloroforme-eau a alors été
vortexé avant de subir une centrifugation 4 1000 rpm pendant 10 min. A 1’aide d’une seringue a

bout carré, la phase inférieure contenant les lipides totaux a été récupérée.

La derniére étape a été la transestérification et la transméthylation des acides gras préalablement
extraits. Pour ce faire, la phase chloroforme contenant les acides gras a été évaporée sous azote
et 2 ml de BF, ont été ensuite ajoutés. Ce mélange a alors été incubé a 85°C pendant 15 minutes.
Ensuite, 2 ml d’eau distillée et 4 ml d’éther de pétrole ont été ajoutés puis le tout a été vortexé
quelques secondes. La phase supérieure contenant les lipides a été recueillie et evaporée sous
azote. Deux autres lavages a I’éther de pétrole ont été effectués. Aprés évaporation de I’éther de
pétrole, les acides gras ont été resuspendus dans 100 ul d’hexane. Finalement, les acides gras ont
été identifiés par chromatographie en phase gazeuse d’aprés un standard composé de plusieurs
acides gras microbiens (compagnie Metreya). Le chromatographe en phase gazeuse était un

Hewlett Packard HP 6890 series, GC System. Les conditions de la chromatographie étaient les

24




suivantes: colonne capillaire en silice SPB™ de 30m X 0,25mm ; diamétre intérieur 0,25um,;
vitesse de I’hélium: 20cm/sec;, Température: 150°C pendant 4 min puis augmentation de 4°C/min.

jusqu’a 250°C. Le temps de chromatographie était de 45 min dont 17 min. 4’250 C pour

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

2.1 Décomptes des populations bactériennes viables dans des composts non-amendés et

amendés de carapaces de crevettes.

Au premier essai, les composts étudiés étaient de type CTS(F) et CT,S(F),. Durant tout le
compostage, les populations bactériennes totales étaient habituellement un peu plus élevées que
les populations cellulolytiques et chitinolytiques (fig. 2). On remarque que les populations
bactériennes (totales, cellulolytiques et chitinolytiques) ont diminué progressivement au cours de
la phase thermophile car d’environ 1X10'° UFC avant la phase thermophile (jour 0), elles sont
descendues & 1X10° UFC ou 5X10*UFC au jour 50 dépendant du type de populations. Ensuite,
avec le retour de la phase mésophile (jour 56), il y a eu une stabilisation des 3 types de
populations a environ 1X10° UFC. Dans les composts CTS(F) et CT,(F), qui n’ont pas été
ainendés en cours de compostage, les populations sont demeurées stables durant les 6 semaines

de maturation du compost suivant la phase thermophile.

Des composts de composition similaire avaient été maintenus exactement dans les mémes
conditions que les précédents et ont été amendés de carapaces de crevettes aprés 58 jours (fig.
3) ou aprés 78 jours (fig. 4). L’amendement a eu pour effet de provoquer une augmentation entre
10 et 100 fois des 3 types de pdpulations, Que I’amendement ait lieu au jour 57 ou au jour 78,
I’effet est sensiblement le méme. Aprés I’amendement (jour 57), les populations sont demeurées
élevées quelques jours puis redescendaient progressivement (fig. 3). Cependant a la fig. 4, notre
étude ne s’est pas prolongée suffisamment pour suivre les populations de 2 a 4 semaines apres

I’amendement.
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Figure 2. Dénombrement des populations bactériennes viables dans des composts (A) CTS(F)
et (B) CT,S(F), non-amendés. (A) bactéries viables totales; (@)bactéries chitinolytiques; (l)
bactéries cellulolytiques. Les températures imposées suivaient le profil A. Pour A et B, moyenne
de 3 échantillons/compost.
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Figure 3. Dénombrement des populations bactériennes viables dans des composts (A) CTS(F)
et (B) CT,S(F),. (%) bactéries viables totales dans les composts non amendés; (A) bactéries
viables totales dans les composts amendés;
cellulolytiques; le signe (At) indique le moment ou I’amendement en carapaces de crevettes
de 30% (masse séche/masse séche) a été effectué. Les températures imposées suivaient le profil

A. Pour A et B, moyenne de 3 échantillons/compost.
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Figure 4. Dénombrement des populations bactériennes viables dans des composts (A) CTS(F) et
(B) CT,S(F),. () bactéries viables totales dans les composts non amendés; (A) bactéries viables
totales dans les composts amendés; (@) bactéries chitinolytiques; (ll) bactéries cellulolytiques,
le signe (A') indique le moment ou ’amendement en carapaces de crevettes de 30% (masse
séche/masse seche) a été effectué. Les températures imposées suivaient le profil A Pour A et B,
moyenne de 3 échantillons/compost.
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Dans tous les essais précédents, nous avons constaté, au milieu de la phase thermophile (entre
les jours 30 a 35), I'apparition en grand nombre de bactéries appartenant a la famille des
actinomycétes. Leur proportion grandissait de semaines en semaines et lors du retour a la phase
mésophile pour la période de maturation, ces actinomyceétes étaient largement majoritaires. Elles
représentaient entre 80 et 95% des bactéries présentes sur les milieux contenant le

carboxyméthylcellulose et la chitine sur lesquels elles sporulaient.

Au deuxiéme essai, nous avons voulu étudier I’effet de la source des sciures de bois sur les
populations bactériennes. Pour ce faire, nous avons comparé des composts de composition
identiques en tous points sauf pour le type de sciures utilisées, soit sciures de feuillus et sciures
de résineux. A la fig. 5, les composts ont été faits a base de sciures de feuillus tout comme les
composts des fig. 2, 3 et 4. Alafig. 6, les sciures de feuillus ont été remplacées par des sciures
de résineux. Comme pour les composts a base de sciures de feuillus (fig. 5), le nombre de
bactéries totales viables étaient un peu plus élevé que celui des bactéries cellulolytiques ou
chitinolytiques dans les composts a base de sciures de résineux (fig. 6). L’allure des courbes pour
les 2 types de composts est trés semblable. Cependant, le nombre total de CFU au départ est plus
faible que pour les composts précédents. De plus, le méme phénoméne que pour les composts de
’essai précédent s’est produit pendant la phase thermophile (diminution des 3 types de
populations bactériennes des jours 8 a 50). Pour ces essais, 2 amendements successifs en
carapaces de crevettes ont été effectués aprés 50 et 78 jours. Des hausses de populations

bactériennes ont été enregistrées a la suite de chaque amendement (fig. 5 et 6).

Jusqu’a maintenant, les composts étudiés avaient subi le profil de température A (fig. 1).
Cependant, des essais & plus grande échelle réalisés au C.R.1.Q. démontraient que ce type de
compost entrait en phase thermophile pour de courtes périodes. Pour les troisiéme et quatrieme
essais, nous avons donc suivi le profil de températures proposé par le C.R.1.Q. que nous avons

nommé B (fig. 1).
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Populations bactériennes
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Figure 5. Dénombrement des populations bactériennes viables dans des composts (A) CT,S(F),
non-amendé et (B) amendés. (A) bactéries viables totales, (@) bactéries chitinolytiques; ()
bactéries cellulolytiques; les signes (A11) et (A21) indiquent les moments ou les amendements
en carapaces de crevettes de 10% (A1) et 30% (A2) (masse séche/masse séche) ont été effectués.
Les températures imposées suivaient le profil A. Pour A, moyenne de 3 échantillons/compost.
Pour B, moyenne provenant de 4 composts identiques et de 3 échantillons/compost.
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Figure 6. Dénombrement des populations bactériennes viables dans des composts (A) CT,S(R),
non-amendé et (B) amendés. (A) bactéries viables totales; (@) bactéries chitinolytiques; (H)
bactéries cellulolytiques; les signes (A11) et (A21) indiquent les moments ou les amendements
en carapaces de crevettes de 10% (A1) et 30% (A2) (masse séche/masse séche) ont été effectués.
Les températures imposées suivaient le profil A. Pour A, moyenne de 3 échantillons/compost.
Pour B, moyenne provenant de 4 composts identiques et de 3 échantillons/compost.
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Dans un premier temps, nous avons comparé un mélange CT,S(R), (fig. 7) & un mélange
C,T,S(R), (fig. 8). Dans le mélange C,T,S(R),, les carapaces de crevettes représentent seulement
10 % du volume de départ alors que dans le mélange CT,S(R),, elles représentent 20%. Dans un
deuxiéme temps, nous avons élaboré un mélange dans lequel les carapaces de crevettes étaient
remplacées par de I’'urée dans la formulation de départ (fig. 9). Le taux basal de microorganismes
dans ce compost UT,S(R), (fig. 9) était un peu plus bas que pour les autres composts de cette
série (CT,S(R), et C,T,S(R), ) (fig. 7 et 8). Pour le compost contenant de [’urée, une montée des
populations bactériennes a été enregistrée aprés le jour 12 autant pour le compost amendé que
pour le compost non-amendé. Cependant, la montée de microorganismes cellulolytiques et
chitinolytiques s’est effectuée plus rapidement dans le compost amendé. Si on compare avec les
autres composts CT,S(R), et C,T,S(R),, on remarquait que la montée en microorganismes apres
I’amendement a été plus rapide pour le compost CT,S(R), que pour les 2 autres composts, Dans
les composts témoins (fig. 7A et 8A), les quantités de bactéries ont diminué lors de la deuxiéme
phase thermophile (jours 22 a 28). Pour le composts UT,S(R), (fig. 9A), les populations ont

continué d’augmenter durant la deuxiéme phase thermophile.

Pour le quatriéme essai, nous avons choisi de présenter 1’évolution des populations bactériennes
apreés avoir amendé en carapaces de crevettes 2 composts commerciaux: le compost Aquaterre
fabriqué 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 le profil de température C (figure ) car
ils ont eu un seul apport en crevettes. Dans les deux composts non-amendés, le nombre de
bactéries totales au départ était semblable (autour de 1X10°* UFC). Au moment de I’amendement,
pour le compost Aquaterre, les bactéries cellulolytiques et chitinolytiques sont présentes en plus
grand nombre soit environ 8X10” UFC que pour le compost de feuilles mortes (8X1G¢ UFC).

~ Dans les composts amendés, une forte hausse des microorganismes est enregistrée. La hausse est
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Figure 7. Dénombrement des populations bactériennes viables dans des composts (A) CT,S(R),
non-amendé et (B) amendés. (A) bactéries viables totales; (@) bactéries chitinolytiques; ()
bactéries cellulolytiques; le signe (A1) indique le moment ou I’amendement en carapaces de
crevettes de 33% (masse séche/masse séche) a été effectué. Les températures imposées suivaient
le profil B. Pour A, moyenne de 3 échantillons/compost. Pour B, moyenne provenant de 2
composts identiques avec moyenne de 3 échantillons/compost.
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Figure 8. Dénombrement des populations bactériennes viables dans des composts (A) C,TsS(R),
non-amendé et (B) amendés. (A) bactéries viables totales; (@) bactéries chitinolytiques; ()
bactéries cellulolytiques; le signe (A1) indique le moment ou I’amendement en carapaces de
crevettes de 33% (masse séche/masse séche) a été effectué. Les températures imposées suivaient
le profil B. Pour A, moyenne de 3 échantillons/compost. Pour B, moyenne provenant de 2
composts identiques avec moyenne de 3 échantillons/compost.
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Figure 9. Dénombrement des populations bactériennes viables dans des composts (A) UT,S(R),
non-amendé et (B) amendés. (A) bactéries viables totales; (@) bactéries chitinolytiques; ()
bactéries cellulolytiques; le signe (A1) indique le moment ou I’amendement en carapaces de
crevettes de 33% (masse séche/masse séche) a été effectué. Les températures imposées suivaient
le profil B. Pour A, moyenne de 3 échantillons/compost. Pour B, moyenne provenant de 2
composts identiques avec moyenne de 3 échantillons/compost.
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Figure 10. Dénombrement des populations bactériennes viables dans un compost commercial
Aquaterre (A) non-amendé et (B) amendé. (A) bactéries viables totales; (@) bactéries
chitinolytiques; (M) bactéries cellulolytiques; le signe (A1) indique le moment ou I’amendement
en carapaces de crevettes de 30% (masse séche/masse seéche) a été effectué. Les températures
imposées suivaient le profil C. Pour A et B, moyenne de 3 échantillons/compost.
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Figure 11. Dénombrement des populations bactériennes viables dans un compost a base de
feuilles mortes (A) non-amendé et (B) amendé. (A) bactéries viables totales; (@) bactéries
chitinolytiques; (ll) bactéries cellulolytiques; le signe (A1) indique le moment ot I’amendement
en carapaces de crevettes de 30% (masse séche/masse séche) a été effectué. Les températures
imposées suivaient le profil C. Pour A et B, moyenne de 3 échantillons/compost.
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forte pour les populations cellulolytiques et chitinolytiques dans les 2 types de composts et elle

est beaucoup plus drastique pour le compost de feuilles ( de 8X10° 4 1X10%).

2.2 Comparaison entre le dénombrement des bactéries totales viables et le dénombrement

direct des bactéries totales avec I’ utilisation d’un fluorochrome.

Nous avons voulu, pour le cinquiéme et dernier essai, comparer deux techniques qui permettent
d’obtenir des décomptes de microorganismes soit la technique de dénombrement direct utilisant
un fluorochrome et la technique de dénombrement des bactéries viables sur milieux de cultures.
Nous avons comparé ces 2 techniques sur des composts de type CT,S(R), non-amendés et

amendés (fig. 12). Le patron de température utilisé était le A (fig. 1).

On remarque tout d’abord que ’allure des courbes obtenues par les deux méthodes étaient
relativement semblable sauf que les quantités de microorganismes différent (fig. 12). Dans les
deux cas, nous avons noté une baisse des populations bactériennes totales au cours de la phase
thermophile (jours 15 & 50). Puis, lors du retour a la phase mésophile, les populations se sont
stabilisées (compost non-amendé) ou ont augmenté drastiquement de 10 a 100 fois (compost
amendé). Les décomptes obtenus par la méthode utilisant la fluorescence étaient cependant plus
élevés (de 10 a 100 fois) que ceux obtenus avec la méthode de dénombrement des bactéries

totales viables.

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

Au cinquiéme essai, nous avons également analysé les acides gras microbiens tout au cours du

processus de compostage. Seulement certains acides gras ont été étudiés (i15:0, al5:0, 15.0,
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Figure 12. Suivi des populations bactériennes totales par (A) dénombrement sur boites de Pétri et
(B) par dénombrement direct avec 1'utilisation d’un fluorochrome. (&) bactéries totales dans un
compost amendé; (@) bactéries totales dans un compost non-amend¢; les signes AlT et A2t
indiquent le moment ou les amendements en carapaces de crevettes de 30%(masse seche/masse
séche) ont été effectués. Les températures imposées suivaient le profil A. Pour A et B, moyenne de
3 échantillons/compost.




i16:0, 16:1, i17.0, al7:O,‘ 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 différents
acides gras microbiens isolés du compost en fonction du temps temps. Avant ’amendement (jours
8 4 49), on observait peu de variations au niveau du pourcentage d’acides gras retrouvés dans les
deux composts analysés. Seulement 4 six occasions, un écart de plus du double a été trouvé entre
le pourcentage d’un acide gras entre les deux essais. La phase thermophile (jours 15 a 50) a
provoqué peu de changement dans la composition globale des acides gras si ce n’est qu’une
baisse de I’acide gras 16:1 a été notée au cours de cette phase. En ce qui a trait a I’étude des
acides gras branchés (formes iso et antéiso: i15:0, al5:0, i16:0, 117.0, al7:0) versus non-branchés
(15:0, 16:1, 17:0, 17:0cyc., 18.0) (figure 13), nous avons remarqué que le rapport acides gras
branchés/acides gras non-branchés était plutdt stable au début du compostage (jours 8 a 15) et
pendant la phase thermophile (jours 15 a 50). Cependant, lors du retour progressif a la phase
mésophile ( aprés le jour 51), la proportion des acides gras branchés a augmenté par rapport aux
acides gras non-branchés et ce, pour le compost non-amendé et le compost amendé. Cependant,

I’augmentation a été plus forte pour le compost amendé.

Dans ce travail, nous n’avons pas suivi les populations de champignons dans les composts mais
nous pouvons estimer leur présence en étudiant la composition en acides gras. L’acide gras 18:2
a été utilisé comme indicateur de la biomasse fongique et sa présence est correlée avec la quantité

d’ergostérol, un stérol retrouvé seulement chez les champignons (Pennanen, 1996).

Le rapport acides gras fongiques/acides gras bactériens était faible au début du processus de
compostage (figure 14) mais a augmenté au cours de la phase thermophile (des jours 15 a 50).
Lors du retour en phase mésophile, la proportion d’acides gras de champignons est demeurée
élevée pour le compost non-amendé mais a diminué énormément pour le compost amendé de

carapaces de crevettes.
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Tableau 1. Pourcentage des acides gras microbiens pour un compost CT,S(R), non-

4

amen

jours de compostage

ag* | 8 16 22 33 42 49 56 61 65 73 82 89 99

i15:0 { 129 | 1,5 1,3 1,8 | 1,3 1,3 2,1 1.4 1,3 2,6 2,3 1,5 2,2

al5:0 | 23 35 1.9 2 1,8 1.4 2,1 1,3 1,3 32 2,7 1,5 2,1

15:0 0,3 0,5 0,5 06 |08 0,6 1,2 0,4 0,5 0,9 0,7 0,8 0,8

i16:0 | 1,9 3 1.8 2,1 | 41 2,3 2,1 1,4 2,6 3 2,6 1,8 1,8

16:1 2,7 18 1 085 | 095 |14 1,9 1,5 1 34 2 2,2 1,4 1,4

i17:.0 { 09 0,9 0,7 0,9 10,9 0,9 2,1 13 0,7 2,6 1,6 1,4 14

1704 | 2 2,2 1,9 1,6 | 14 L3 |31 04 109 1 {07 05 |05

17:0 0,5 3,6 0,8 09 {08 0,9 52 0,7 0,7 1,2 1,1 1,3 1,3

18:2 2 3,8 2,9 83 |88 11,5 | 142 | 20,6 | 15,6 | 8,6 10,5 | 20,6 | 20,6

18:1 | 13,7 | 104 | 12,6 | 156 | 16 16,9 ] 16,7 | 19 185 | 148 | 165 | 12,8 | 12,8

18:0 44 41 7 66 |102 |94 8,7 6,2 4.4 6,9 6,9 7.8 7.8

Légende:
a.g.* acides gras

a) : les résultats présentés sont la moyenne obtenue a partir de 2 échantillons par compost.
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Tableau 2. Pourcentage des acides gras microbiens pour un compost CT,S(R), amendé

jours de compostage

ag* |8 16 22 33 42 49 56 61 65 73 82 89 99

i150 o8y {15 [13 [1.8 |09 |16 |13 [33 |44 [33 |34 [35 [32

al5:0 | 16 3.5 1,9 2,1 0,9 14 1,1 51 55 52 4,6 4,4 3,7

15:0 | 0,3 0,5 0,5 0,5 0.4 0,6 0,4 0,4 0,6 0,9 1,3 0,8 1

i16:0 | 12 3 1,8 2,2 1,1 2,1 1,2 3,7 4,5 48 4,9 5 4,1

16:1 |3 18 0,9 0,8 1,1 14 0,8 4,9 7,6 35 34 2,6 2,5

u7:0 107 0,9 0,8 0,9 06 |11 08 1,5 24 3 2,6 3 2,5

17:0A | 11 2,2 2 1,1 0,8 2 0,3 L5 1,6 0,9 1,4 1 0,9

17:0 | 0,5 3,6 0,8 1,1 0,7 1,2 0,6 0,94 108 1,1 14 1,1 1,1

18:2 | 0,1 38 2,9 7.4 12,6 |63 39 1,9 34 35 2,6 42 0,6

18:1 | 146 | 104 | 12,7 | 153 } 158 | 12,9 | 18 27 17 125 | 152 | 16 11,3

18:0 | 4.9 4,1 7 7,6 4,7 8,8 58 6,3 37 55 6 53 6,2

Légende:
a.g.*: acides gras

a) : les résultats présentés sont la moyenne obtenue a partir de 2 échantillons par compost.

43




Acides gras branchés et non-branchés
Compost CT2S(R)2fet g
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Figure 13. Etude du rapport des acides gras branchés sur les acides gras non-branchés au cours
du compostage. (A) compost CT,S(R), amendé; (@) compost CT S(R) non-amendé; les
signes Al1 et A21 indiquent le moment ou les amendements en carapaces de crevettes de
30%(masse seche/masse seche) ont été effectués. Les températures imposées suivaient le profil
A. Les résultats présentés sont la moyenne de 2 échantillons/compost.
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Acides gras fongiques vs bactériens
compost CT2S(R)2 fet g
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Figure 14. Btude du rapport des acides gras fongiques sur les acides gras bactériens au cours du
compostage. (A) compost CT,S(R), amendé; (@) compost CT,S(R), non-amendé ; les signes
Alt et A21 indiquent le moment ou les amendements en carapaces de crevettes de 30%(masse
séche/masse séche) ont été effectués. Les températures imposées suivaient le profil A. Les
résultats présentés sont la moyenne de 2 échantillons/compost.
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CHAPITRE 3
DISCUSSION

Le but général de ce projet multidisciplinaire est de produire, a partir de résidus chitineux marins,
un compost ayant de bonnes qualités fertilisantes et des propriétés phytoprotectrices et
tongistatiques. Notre objectif spécifique était d’étudier la dynamique de certaines populations
bactériennes (totales, cellulolytiques et chitinolytiques) tout au cours du processus de
compostage. Une meilleure compréhension de la microbiologie des composts pourrait permettre

de déterminer des critéres microbiologiques de qualité.

Dans tous les composts analysés, la diversité microbienne était grande en début de compostage
c’est-a-dire que les populations microbiennes étaient nombreuses et que plusieurs types de
colonies se retrouvaient sur les milieux de culture. Les populations bactériennes varient en
fonction de différents facteurs comme les changements de températures et les amendements en
cours de compostage. Nous avons remarqué que lors des augmentations de températures & 50°C
(phases thermophiles), les populations bactériennes connaissent des chutes importantes. Ce
phénomene est tout a fait normal puisque une température de 50°C devient un facteur limitant &
la croissance de certains organismes qui sont tout simplement tués ou qui entrent en dormance
sous forme de spores (Mustin, 1987, Blaine, 1993). Un amendement durant le compostage peut
étre effectué pour obtenir un compost contenant encore des oligoméres de chitine en fin de
compostage ou pour stimuler des populations microbiennes spécifiques. Un amendement en
carapaces de crevettes favorise la prolifération des microorganismes capables d’exploiter le gros
polymere qu’est la chitine. C’est pourquoi 1’augmentation de la quantité de microorganismes
chitinolytiques aprés les amendements n’a rien de surprenant car ceux-ci ont eu lieu a des
moments ou le compost était pauvre en nutriments facilement assimilables. Les autres types de

populations augmentent aussi suite 4 un amendement. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que les
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carapaces de crevettes sont souvent contaminées avec des morceaux de chair renfermant des

protéines facilement exploitables par une foule de microorganismes.

Peu d’études ont été réalisées sur la microbiologie des composts au niveau du suivi des
populations microbiennes. Les études précédentes sur la microbiologie du compostage ne
présentent pas de suivi des populations a de courts intervalles de temps tout au cours du
processus. La plupart des études n’ont analysé que quelques échantillons (Environ 4 a 6) pendant
le compostage par la méthode de dénombrement des bactéries viables (Andrews, 1994). Les
décomptes obtenus pour leurs composts (bactéries totales viables sur Nutrient agar) ressemblaient
aux décomptes obtenus pour nos composts non-amendés soit une oscillation entre 107 et 10° UFC
(Andrews, 1994). Pour ce qui est de ’étude de la microbiologie des composts a base de résidus

chitineux, nous sommes les pionniers.

Dans tous les composts analysés, nous avons constaté I’ apparition en grand nombre de bactéries
appartenant & la famille des actinomycétes au milieu de la phase thermophile. Leur proportion
grandissait de semaines en semaines et lors du retour a la phase mésophile pour la période de
maturation, alors qu’il ne reste dans les composts que de grands polyméres comme la cellulose,
ces actinomycétes étaient largement majoritaires. Ils représentaient entre 80 et 95% des bactéries
présentes sur les milieux contenant le carboxyméthylcellulose et la chitine. Plusieurs souches
d’actinomycétes ont été isolées a partir des différents composts. Leurs parois contenaient I’acide
LL-diaminopimélique et leurs morphologies nous indiquent qu’elles appartiennent au genre
Streptomyces. Ces actinomycétes, qui pour la plupart croissaient a 30 et a 50°C, démontraient de
fortes activités chitinolytiques et cellulolytiques (résultats non-montrés). Dans quelques études,
on parle de ’abondance des actinomycétes dans les processus de compostage. Riffaldi et al.
(1986) ont remarqué que la dégradation de la cellulose pendant la phase de maturation était
effectuée essentiellement par des actinomycétes trés nombreux et par certains champignons. Les

actinomycétes colonisent plus lentement les substrats frais des composts que les autres types de
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bactéries mais sont largement majoritaires en fin de compostage dans les conditions plus difficiles
(Finstein et Morris, 1975). Dailleurs, I’augmentation de leur proportion est correlée avec la
diminution des autres groupes de bactéries durant le 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 trés souvent semblables. Nous en sommes venus & conclure
qu’un grand nombre des bactéries dénombrées sur les milieux chitine et CMC sont a la fois
cellulolytiques et chitinolytiques tout comme le sont les actinomycétes isolés (résultats non-
montrés). Dans son étude, Rifaldi (1986) a étudié les bactéries cellulolytiques pendant le
compostage des boues usées avec de la paille. Dans ses composts, le nombre des bactéries
cellulolytiques augmentait progressivement et se stabilisait & un taux élevé jusqu’a la fin du
compostage. Dans notre cas, les bactéries cellulolytiques sont a un taux basal assez élevé et ne
varient pas énormément pendant le compostage sauf lorsqu’il y a amendement. Si I’amendement
en chitine devrait faire augmenter les bactéries chitinolytiques et qu’il fait augmenter aussi les
bactéries cellulolytiques, I’hypothése que les bactéries chitinolytiques soient aussi cellulolytiques

est fort plausible.

Au deuxiéme essai, nous avons voulu étudier la possibilité de composter des sciures de résineux
au lieu des sciures de feuillus. Ceci dans I’optique qu’au Québec, et en particulier dans les régions
maritimes ou se retrouvent les résidus chitineux, ce sont les types de copeaux et de sciures qui
sont les plus accessibles. Advenant I’ouverture d’une usine de compostage & grande échelle, elle
se trouverait probablement & proximité des sites de production des carapaces de crevettes et
’usage de sciures de résineux serait plus pratique (F. Thiffault, communication personnelle). Les
sciures de résineux contiennent toutes sortes de composés phénoliques qui pourraient affecter
la croissance de certains microorganismes. Le fait d’utiliser un type de sciures ou [’autre ne

semble pas affecter la dynamique des populations bactériennes. Nous remarquons en effet
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sensiblement les mémes phénomeénes que pour la premiére série soit des baisses de populations
bactériennes totales, cellulolytiques et chitinolytiques a la phase thermophile et une stabilisation
en phase mésophile ou une forte augmentation dans les composts amendés. Nous pouvons donc
conclure que le fait d’employer des sciures de résineux ne semble pas affecter la microflore quant

a son nombre. Les sciures de résineux ne sont donc pas une biomasse problématique a composter.

Pour le troisiéme essai, nous avons voulu déterminer si le fait d’ajouter les carapaces de crevettes
en cours de processus de compostage plutot qu’au début pouvait nuire a leur dégradation. Les
composts qui ont des résidus chitineux dans leur mélange initial possédent vraisemblablement une
microflore chitinolytique qui est associée aux substrats. Cette microflore peut ensuite étre
restimulée par un amendement en résidus chitineux. Cependant, il est intéressant de voir
comment, dans un compost sans résidus chitineux dans sa composition initiale, les populations
chitinolytiques vont se modifier lors d’un amendement en résidus chitineux au cours du
compostage. Un mélange contenant de I'urée UT,S(R), a été congu, I'urée agissant comme
source d’azote pour les microorganismes. Ce mélange a été comparé au mélange habituel
CT,S(R), et 4 un mélange C,T,S(R), contenant un plus petit volume de carapaces de crevettes.
Le but de cet essai est aussi d’optimiser la quantité de chitine qu’il faut composter pour obtenir
les effets désirés (hypothéses de propriétés fongistatiques et phytoprotectrices) au cas ou les
carapaces de crevettes deviendraient un facteur limitant. Pour cet essai, nous avons modifi€ le
patron de températures imposées. En effet, pour les 2 premiers essais, nous avions établi un
patron de températures avec une phase mésophile de 2 semaines suivi d’une phase thermophile
de 4-5 semaines. Finalement une longue phase mésophile de maturation suivait, phase durant
Jlaquelle se produisait les amendements (fig. 1A). Des essais de compostage a moyenne échelle
(120 litres) de carapaces de crevettes ont été effectués au CR.1.Q. IIs a été remarqué que le
compost entrait trés rapidement en phase thermophile en présence de carapaces de crevettes (au
départ et lors des amendements). Les phases thermophiles étaient trés courtes et la température

s”élevait autour de 65-70°C (L. Cdté, communication personnelle). Nous avons suivi les patrons
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de température que le CR.1.Q. (fig. 1B) nous a soumis pour que nos essais se rapprochent le plus

possible de la réalité a moyenne et grande échelle.

Le fait d’avoir remplacé les carapaces de crevettes par de I’'urée pure dans le compost UT,S(R),
peut vraisemblablement expliquer les populations bactériennes plus faibles dans ces types de
composts au début du processus. La quantité d’azote disponible était probablement différente
dans ces composts. Le pH du compost contenant I’urée pure au départ est plus acide que les
composts de carapaces de crevettes et ¢’est probablement un autre facteur qui expliquerait les
populations plus faibles. Aussi, des décomptes ont été effectués a partir de différents intrants. Les
carapaces de crevettes renferment beaucoup plus de microorganismes que les sciures et la tourbe
(résultats non-montrés). Le fait d’avoir remplacé les carapaces de crevettes par I'urée qui ne
renferme que trés peu de microorganismes expliquerait peut-étre en partie la quantité de

microorganismes plus faible au départ.

Par contre, le compost UT,S(R), a bien réagi a I’amendement (augmentation des populations).
La microflore chitinolytique semble donc étre présente dans d’autres intrants que les carapaces
de crevettes et, par conséquent, I’apport en carapaces de crevettes n’est pas essentiel pour que
celles-ci soient efficacement décomposées apres les amendements. Il se pourrait aussi fort bien

que la microflore chitinolytique soit tout simplement transportée par les carapaces de crevettes.

Pour cet essai, il n’y a pas eu de baisse des populations bactériennes habituellement associée a
la phase thermophile. De méme, lorsque les amendements sont effectués, la phase thermophile
imposée est trés courte. Il est donc normal que les populations augmentent pendant la phase
thermophile car elles sont stimulées par I’apport en carapaces de crevettes. Les amendements
effectués lors des 2 premiers essais avaient eu lieu a la phase mésophile qui suivait la longue phase
thermophile. Pendant la phase thermophile, il n’y avait aucun apport en nutriments facilement

utilisables. Il était donc normal de voir diminuer les populations. Si I’amendement avait été
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effectué en phase thermophile, nous aurions probablement remarqué une augmentation des

populations bactériennes.

Au quatriéme essai, nous avons voulu vérifier la possibilité de donner a un compost commercial
les effets bénéfiques de la chitine (phytoprotection) en 1’amendant avec des carapaces de
crevettes. Le compost Aquaterre est fabriqué a partir de carapaces de crevettes alors que le
compost de feuilles n’a jamais été en contact avec une biomasse chitineuse. C’est probablement
ce qui explique le faible taux basal de bactéries chitiholytiques dans le compost de feuilles. Par
conséquent, suite a I’amendement, la hausse des populations est beaucoup plus impressionnante
que pour le compost Aquaterre qui avait un taux de bactéries chitinolytiques prés de 100 fois plus
élevé au départ. C’est un phénoméne normal puisque le compost Aquaterre est fait & partir de
résidus chitineux et donc le taux basal de microorganismes chitinolytiques est plus élevé. Il ne
semble donc pas y avoir de probléme a ajouter des carapaces de crevettes sous forme

d’amendement dans un compost commercial afin de lui donner les propriétés recherchées.

Pour le dernier essai, nous avons refait certains mélanges qui s’avéraient les plus prometteurs en
ce qui a trait aux caractéres phytoprotecteurs et fongistatiques (C. Labrie, communication
personnelle, 1996). Le patron de températures utilisé est celui des 2 premiers essais (figure 1A).
Pour ce dernier essai, en plus de la technique de dénombrement des cellules viables sur milieux
de cultures, 2 autres techniques (décompte direct par épifluorescence et I’analyse des acides gras)

ont été utilisées pour étudier les populations microbiennes.

L’allure des courbes de populations bactériennes totales obtenues par les 2 méthodes soient le
dénombrement direct par fluorescence et le dénombrement des bactéries viables sur milieux de
culture sont presque identiques. Cependant et, comme prévu, (Atlas et Bartha, 1993; Kepner,
1994) les dénombrements avec I’utilisation du fluorochrome sont toujours plus élevés que les

dénombrements de cellules viables. Ces dénombrements élevés peuvent étre attribués a 2 facteurs.
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Premiérement, ce ne sont pas toutes les bactéries présentes dans un échantillon qui peuvent
croitre sur le milieu riche (GPCA). Donc, certaines bactéries qui n’ont pas été dénombrées sur
le milieu de culture en boite de Pétri se retrouvaient bel et bien dans I’échantillon et ont été
dénombrées par la technique utilisant fa fluorescence. La méthode classique de dénombrement
des cellules viables offre donc une sous-estimation des populations présente dans un échantillon.
Deuxiémement, le colorant que nous utilisons colore les bactéries vivantes mais aussi les bactéries

mortes que I’on retrouve dans I’échantillon.

La derniére technique que nous avons utilisé est I’étude des acides gras microbiens. Aucune
étude semblable n’a été proposée jusqu’a ce jour soit de suivre 1’évolution des acides gras dans
le temps au cours du processus de compostage. Cependant, certaines études d’écologie
microbienne ont utilisé cette technique pour étudier les microorganismes des sols. Par exemple,
Pennanen (1996) a utilisé I’analyse des acides gras pour différencier les patrons d’acides gras des

différentes populations microbiennes dans des sols pollués par des métaux lourds.

Nous avons tout d’abord étudié le rapport entre les acides gras branchés (types iso et antéiso)
et les acides gras branchés. Le rapport acides gras branchés/acides gras non-branchés a augmenté
dans le temps surtout aprés la phase thermophile et cette augmentaton a été encore plus forte
dans le cas des composts amendés. Ceci voudrait dire que les microorganismes possédant de forts
pourcentages d’acides gras branchés se sont développés & partir de la fin de la phase thermophile
et que ceux-ci se sont trouvés avantagés par ’amendement en carapaces de crevettes. Comme
vu dans la section des résultats, des bactéries appartenant au groupe des actinomycetes
deviennent majoritaires au milieu de la phase thermophile et augmentent en proportion par
rapport aux autres bactéries a la phase mésophile qui suit et encore plus lors des amendements.
Les actinomycétes sont reconnus pour avoir de trés forts pourcentages d’acides gras branchés
(Suzuki, 1988) et leur augmentation coincide avec I’augmentation de la proportion des acides

gras branchés. Aprés la phase thermophile, il ne reste plus dans le compost que de longs
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polymeres comme la cellulose ou la chitine (amendement). Les actinomyceétes sont aussi bien
connus pour leur capacité & dégrader les grands polyméres. De plus, aprés les amendements, ces
bactéries augmentent en nombre tout comme la proportion des acides gras branchés. Beaucoup
d’actinomycétes sont chitinolytiques; certains chercheurs proposent méme d’utiliser des milieux
contenant de la chitine comme seule source de carbone pour estimer leurs populations dans un

environnement donné (Hsu et Lockwood; 1975).

L’augmentation de la température se traduit chez la plupart des bactéries par une diminution de
I’acide gras insaturé 16:1 alors que d’autres acides gras insaturés comme le 18:1 sont en général
peu affectés par une hausse thermique (Hardwood et Russell, 1984). Dans notre essai, la phase
thermophile correspond au moment ou le taux de I’acide gras 16:1 est a son plus bas. Cette baisse

serait probablement due a une adaptation des bactéries a une hausse de température.

Par cette méme méthode d’analyse des acides gras, nous avons voulu vérifier la présence des
champignoﬁs dans les composts. Pour ce faire, I’acide gras 18:2 a été utilisé comme indicateur
de la biomasse fongique en comparaison aux autres acides gras d’origine bactérienne (Pennanen,
1996). Nous avons étudié le rapport acides gras fongiques/acides gras bactériens au cours du
processus de compostage. Comme la proportion d’acides gras fongique est faible au début du
processus, cela porte a croire que les champignons sont peu abondants ou sont sous forme de
spores. Au cours de la phase thermophile, la proportion d’acides gras fongiques a augmenté ce
qui indique que les champignons ont di se développer pendant cette phase. L’amendement semble
s’accompagner d’une baisse des populations fongiques. Cette baisse n’est pas observée dans le
compost non-amendé. Ceci pourrait résulter du fait que la présence de chitine en haute

concentration nuirait a la croissance des champignons.

Certaines études ont démontré que les produits intermédiaires de dégradation de la chitine et du

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

53




champignons phytopathogeénes (Allan et Hadwiger, 1979; Hirano et Nagao, 1989). Au début du
processus, alors que la concentration en chitine est forte, les populations fongiques sont faibles.
Cependant, aprés 3 ou 4 semaines de compostage, la quantité de chitine présente devait avoir
considérablement diminué et ¢’est probablement ce qui a permis I’augmentation des populations
de champignons correspondant a la phase thermophile. Ceci est un peu étonnant puisque d’apres
Blaine (1993) les populations de champignons sont habituellement faibles pendant la phase
thermophile. Ensuite lorsque le compost a été amendé de carapaces de crevettes, la Quantité de
champignons aurait diminué drastiquement pour la méme raison. Etant donné que nous avons
effectué deux amendements successifs, la concentration de chitine présente est demeurée élevée,
ce qui aurait empéché les champignons d’avoir une bonne croissance. Quelques champignons ont
été isolés a partir des composts. Ils avaient tous une bonne croissance a 30°C et a 50°C. De plus,
un test de croissance sur le milieu chitine a révélé qu’ils croissaient peu ou pas en présence de
ce polymére (résultats non-montrés). Il faudrait dans un essai futur suivre les populations de
champignons pendant le compostage pour savoir si les indicatons données par I’étude des acides

gras s’averes justes pour suivre les populations fongiques.
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CONCLUSION

Nous avons étudié la dynamique des populations microbiennes (bactéries totales, cellulolytiques et
chitinolytiques) au cours du processus de compostage des résidus chitineux. Leurs nombres
augmentent ou diminuent selon les phases de températures et les amendements en carapaces de
crevettes. Les trois types de populations étudiées diminuaient pendant la phase thermophile et se
stabilisaient lors du retour a la phase mésophile. Les amendements ont toujours eu comme effet de
brovoquer de fortes hausses de populations bactériennes chitinolytiques mais aussi cellulolytiques et
totales. Des essais de compostage ont été réalisés avec des sciures de résineux ou des sciures de
feuillus et les résultats se sont avérés similaires au niveau des populations. Les sciures de résineux ne
semblent donc pas affecter au niveau du nombre de microorganismes et le produit final est

relativement semblable (S. Roy, communication personnelle).

11 a aussi été prouvé que les carapaces de crevettes ne devaient pas obligatoirement se retrouver
comme intrant en début de compostage mais qu’on pouvait simplement les ajouter sous forme
d’amendements en cours de compostage. La microflore chitinolytique est soit présente dans les
différents intrants ou elle est amenée par les carapaces de crevettes et n’a pas besoin d’une premicre
stimulation afin de dégrader les carapaces de crevettes efficacement lors d’un amendement ultérieur.
Des essais d’amendement de composts commerciaux avec des carapaces de crevettes ont aussi été
réalisés. Encore une fois, la microflore chitinolytique a su se développer pour dégrader les résidus
chitineux. Dans chacun des essais de compostage, nous avons noté une importante prolifération
d’actinomycétes a partir du milieu de la phase thermophile. Ces bactéries demeuraient en nombre

élevé lors du retour en phase mésophile et étaient & nouveau stimulées par des amendements.

Pour la derniére série de compostage, deux techniques ont été utilisées pour dénombrer la microflore.
Une technique de comptage direct des bactéries totales avec I’utilisation d’un fluorochrome a été
comparée a la technique de décompte des bactéries totales viables. Comme prévu par la théorie, les
décomptes directs sont de 10 a 100 fois plus élevés. L’étude des acides gras nous a aussi fourni des

indices sur la présence dans les compost de certains microorganismes. A partir de la phase
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thermophile et aprés les amendements, le composts s’est enrichi d’acides gras branchés. Les
actinomycétes ont justement un fort pourcentage de ces acides gras. Nous avons donc pu établir
certains liens entre les populations microbiennes et I’étude des acides gras. Nous avons aussi pu
suivre I’évolution de la biomasse fongique lors du compostage par I’étude d’un acide gras particulier.
Cette méthode semble étre appropriée mais il faudrait la corréler avec d’autres techniques pour avoir

confirmation de nos dires.

1l est certain que cette étude fait partie d’un tout. Les résultats des études au niveau de la qualité du
compost (capacité d’échange cationique, conductivité, tests de phytotoxicité, pH, suivi des
oligoméres de chitine) effectués par Sébastien Roy et et de I’aspect phytoprotection effectué par
Cinthia Labrie doivent venir se greffer aux résultats de la caractérisation microbiologique afin de tirer
les conclusions finales pour ce projet multidisciplinaire. Nous pourrons ainsi décider de la quantité
nécessaire 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 résultats combinés, nous
pourrions donner des indices microbiologiques permettant de juger de la maturité ou de I’évolution
d’un compost. Cette étude pourrait mener a la commercialisation d’un produit tout nouveau qui
pourrait fortement intéresser les artisans de certaines cultures souvent menacées par les champignons
microscopiques. Si un tel produit naturel était efficace, on pourrait méme penser a réduire ou a

éliminer I’emploi de fongicides afin de contrer ces champignons phytopathogenes.
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