











54

milieu boue primaire et 1,03 umole d'extrémités réductrices min' ml! avec le milieu
cellulose. 11 faut noter que les conditions d'analyses des cellulases ne sont pas indiquées
dans l'article de Freier. Les conditions de pH, température et concentration initiale de
substrat CMC utilisée pour effectuer le test sont probablement différentes de celles

utilisées ici.

Ces résultats permettent tout de méme de dire que les boues de papetiéres
permettent la formation de cellulosomes par la bactérie C. thermocellum. Ces enzymes
sont capables d'hydrolyser le substrat, la cellulose, dans les boues. Ce qui montre que ce
substrat est accessible pour les enzymes, malgré les impuretés qui peuvent étre

rencontrées dans ce milieu.

5.4 Equivalent glucose théorique consommé et ratio hydrogene/glucose

Les voies métaboliques connues de C. thermocellum ont permis de connaitre la
quantité d'équivalent glucose consommé par la bactérie durant la fermentation. La
figure 4.8 met en relation cette quantité d'équivalents glucose consommés avec la baisse
de M.VE.S,, catégorie dans laquelle se place la cellulose. Autant avec la cellulose
qu'avec les boues primaires, les M.V.E.S. perdues semblent bien avoir été utilisées
comme substrat, puisque I'addition avec le glucose consommé théorique porte le tout a
une valeur moyenne, qui correspond a la quantité totale de M.V.E.S. présentes au début
de la fermentation. Ce bilan indique que les niveaux d'acétate, d'éthanol et de lactate
n'ont pas été surévalués. Par contre, cette figure ne tient pas compte qu'il est possible que
la bactérie devienne inactive. En effet, le cellulosome n'a pas besoin que la cellule soit
active pour hydrolyser la cellulose, ce qui entrainerait tout de méme une diminution des
M.V.E.S., sans que les sucres produits soient utilisés par la bactérie. Dans ce cas, le
calcul des glucoses consommés ne remplacerait pas les M.V.E.S. dépolymérisées. 11
serait donc nécessaire, dans les travaux futurs, d'évaluer la quantité de sucres solubles
dans le milieu. Cette donnée pourra étre ajoutée a la figure, en tant que glucose non
consommé. Ce bilan montre tout de méme que les quantités des métabolites lactate,

acétate et éthanol semblent bien provenir de la dégradation et de l'utilisation des
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M.VE.S. par la bactérie. Aussi, les quantités obtenues de lactate, acétate et éthanol sont
réalistes, puisque l'addition du glucose consommé théorique au M.V.E.S. donne des
valeurs qui tournent autour d'une moyenne qui correspond aux M.V.E.S. initiales. Il n'y a
donc pas de sur ou sous-évaluation de ces métabolites. Un autre point qui devra étre
évalué est que les boues primaires contiennent de I'hémicellulose et de la lignine.
L'hémicellulose peut étre dépolymérisée par le cellulosome, mais les pentoses ainsi
produits ne peuvent étre utilisés par C. thermocellum (Demain et al., 2005). 1l y aurait
donc une diminution des M.V.E.S. qui ne sera pas accompagnée d'une augmentation de

métabolites produits dans ce cas.

Maintenant que la quantité de glucose consommé théorique est évaluée, il est
possible de connaitre le rendement en hydrogéne formé par glucose utilisé lors de la
fermentation. Pour le milieu contenant de la cellulose, ce rapport est de 0,55 et pour le
milieu avec boue primaire, de 0,90. Ces rapports peuvent étre comparés aux travaux
d'autres laboratoires (Tableau 1.2). Les résultats obtenus ici sont parmi les plus bas selon
la revue de littérature. Afin d'expliquer cette différence, il est possible que la pression de
gaz dans les bouteilles soit plus élevée que les travaux répertoriés dans la littérature.
Aussi, le volume de 'espace gazeux au-dessus de la culture peut influencer la pression
partielle d'hydrogéne dans cet espace, ayant moins de volume d'azote pour diluer
I'hydrogéne. Cette pression partielle, lorsque trop élevée, rend thermodynamiquement
défavorable la production d'hydrogéne par C. thermocellum. 1l est aussi possible que la
préculture ait été contaminée, ce qui aurait amené cette différence avec la littérature.
Cependant, cette différence avec la littérature n'est pas due a la nature des boues
primaires, puisque les courbes de tous les métabolites suivent un patron semblable entre

le milieu contenant de la cellulose et le milieu avec boue primaire.

La concentration initiale de métabolites présents aprés l'inoculation aurait pu
influencer la production de métabolites par la bactérie au cours de la fermentation. Il y
avait dans le milieu contenant les boues primaires des quantités initiales d'acétate et de
formate plus élevées que dans le milieu avec cellulose. Une concentration initiale plus

¢levée en formate n'a pas d'effet marquant sur la croissance et la population finale de
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C. thermocellum ainsi que sur la production des autres métabolites et ce, méme a une
concentration de formate ajoutée de 27 mM (Rydzak et al., 2011). Pour ce qui est de
l'acétate, une forte concentration de ce métabolite, soit 55 mM dans les travaux de
Rydzak (Rydzak et al., 2011), n'influence pas la croissance cellulaire, mais fait
augmenter la production d'éthanol par la bactérie. Par contre, ici, la concentration initiale
n'était que d'environ 1,5 mM dans les boues primaires par rapport a 0,6 mM dans le
milieu avec cellulose. Ces faibles concentrations ne peuvent donc pas expliquer la

production élevée d'éthanol rencontrée ici.

Les boues primaires utilisées pour l'expérience montrent donc une capacité a
fournir une source de carbone sous forme de cellulose pour la bactérie C. thermocellum.
Méme si ce milieu contient des matiéres inutilisables pour la bactérie, comme les
matiéres plastiques, ces éléments n'interférent pas avec son métabolisme. Il serait donc
possible pour l'industrie de profiter de la production d'hydrogéne lors du traitement de

ces boues.

Avec ces résultats, il est maintenant possible d'élaborer sur le type de production
qui permettrait de récupérer les produits d'intéréts de la fermentation de boues primaires
avec C. thermocellum. La production simultanée d'hydrogéne et de cellulosomes pour
des fins de revalorisation serait difficile, puisque I'hydrogéne est produit durant la phase
active de la bactérie, soit lors de la consommation des sucres libérés par I'hydrolyse de la
cellulose. Les cellulosomes se retrouvent libres dans le surnageant lorsqu'il n'y a plus de
cellulose dans le milieu, ce qui veut dire lorsqu'il n'y a plus de substrat afin de supporter
l'activité bactérienne. Au lieu de la production simultanée, il serait faisable de capter les
gaz de fermentation tout au long de la fermentation et de récolter les enzymes libres a la
fin de la fermentation. Il faudrait, dans ce cas, que la fermentation soit faite en mode
« batch». Un mode de fermentation discontinu avec alimentation par séquence
« fed-batch » serait également possible afin de garder une production d'hydrogéne plus
constante. Par contre, puisqu'il y aurait toujours une quantité de cellulose résiduelle dans
le fermenteur, il faudrait s'attendre a avoir une activité cellulolytique du surnageant plus

faible. La récupération du surnageant contenant les enzymes devrait se faire, dans ces
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conditions, juste avant une nouvelle alimentation en boue, qui serait le moment ou la
concentration de cellulose serait le plus bas. Retirer le surnageant aurait également la
fonction de réduire la quantité¢ de métabolites de C. thermocellum dans le réacteur, qui
en ferait diminuer la concentration lors de I'admission de nouvelles boues. Un processus
en continu permettrait une production constante d'hydrogéne. Par contre, puisqu'il y
aurait toujours un apport en cellulose, l'activité des cellulases dans le surnageant serait

trés basse.

5.5 Ratio C1/C2 et O/R

La figure 4.9 présente le ratio C1/C2 des métabolites éthanol, acétate, formate et
gaz carbonique. Les valeurs obtenues pour chaque bouteille ne sont pas équivalentes a 1.
Puisque le rapport C1/C2 est plus petit que 1 dans tous les cas, ces résultats montrent
qu'll manque de molécules C1, ou encore qu'il y a trop de molécules C2. Par contre, la
quantité calculée plus tét de glucose consommé théorique semble indiquer que les
valeurs trouvées pour I'éthanol et I'acétate ne sont pas surestimées. La molécule de CO,
est celle qui contribue le plus a la quantité de molécules a C1 dans la fermentation avec
C. thermocellum dans ces conditions, elle serait donc sous-estimée. En fait, la
concentration mesurée de CO, était celle de l'espace gazeux additionnée du CO, dissous
estimée avec la loi d'Henry. Mais il y a une autre forme sous laquelle il peut s'accumuler

du CO, dans le milieu, soit le carbonate. Celui-ci vient de I'équilibre entre le CO, dissous

CO, gazeux

)

CO, dissous <= H,CO, = HCO,; “= CO}

Figure 5.1 : Equilibre entre le gaz carbonique gazeux et le carbonate.
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et l'eau, qui forme du H,COs, qui lui est en équilibre avec le HCO; et le COs*. La
figure 5.1 illustre cet équilibre. Il aurait été possible d'évaluer la quantité de CO, présent
sous la forme de carbonate en utilisant 1'équation d'Henderson—Hasselbalch. Pour ce
faire, il aurait fallu connaitre le pH du milieu lorsque la mesure des gaz a été prise.
Encore une fois, puisqu'il ne s'agit pas d'eau pure, la concentration de carbonate dans

l'eau calculée de cette maniére serait une approximation.

Equ. 2 : Equation d'Henderson-Hasselbalch pour la concentration de HCO; et de CO,
dissous.
HCO;

pH = pK+log,, 0
2 (dissous)

Le rapport O/R pour chaque bouteille présenté a la figure 4.10 montre qu'il
manque de molécules oxydées afin d'arriver & un ratio de 1. Encore une fois, le manque
en gaz carbonique pourrait expliquer ce déséquilibre. La figure 5.2 montre a nouveau le
rapport O/R, cependant, la valeur manquante de CO, nécessaire pour équilibrer le
rapport C1/C2 a été ajoutée. Puisque le rapport O/R est prés de 1 pour toutes les
bouteilles lorsque la quantité de gaz carbonique est ajustée, cela démontre qu'il y a bien
une erreur dans I'évaluation de ce gaz. Quant a l'hydrogéne, les mesures enregistrées

seraient réalistes.
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a) 5 g/l de cellulose b) 5 g/l de boue primaire
Temps de fermentation (heures) Temps de fermentation (heures)
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Figure 5.2 :Rapport O/R des métabolites produits par C. thermocellum tenant compte
des molécules de gaz carbonique manquantes évalué avec le rapport C1/C2.
Les bouteilles 1, 2 et 3 ne sont pas présentées, car elles correspondent au
moment de l'inoculation, il n'y avait donc pas de métabolites produits a ce
moment.



CHAPITRE VI

CONCLUSION

Les présents travaux avaient pour but de proposer ['utilisation d'une bactérie
modele : le C. thermocellum, afin de valoriser les boues d'épuration issues des usines de
pates et papiers. Tout d'abord, les boues primaires ont démontré leur capacité a supporter
la croissance de la bactérie, ce qui répond a la premiére hypothése posée ici. Ce type de
boue a donc €été sélectionnée parmi les types de boues présentes a l'usine Kruger de

Crabtree, une usine s'alimentant de papier recyclé, pour la suite des expériences.

Ensuite, les résultats ont permis de démontrer la possibilité de réduire la quantité
de M.VEE.S. contenues dans les boues primaires de l'usine avec la bactérie
C. thermocellum, tel que proposé a I'hypothése 4. La partie cellulosique des M.VE.S. a
effectivement été€ hydrolysée par les enzymes cellulolytiques présentent dans le milieu.
Une activité de 1,22 umol de glucose libéré min? ml! a été mesurée dans le surnageant
du milieu ATCC 1191 contentant des boues primaires aprés 48 heures de fermentation,
qui correspond également au temps ot les M.VE.S. ont cessé de diminuer. A
I'hypothése 3, il avait été pensé que cette activité cellulolytique dans le surnageant serait
en lien avec la phase de croissance de la bactérie. C'est plutdt la concentration de
cellulose dans le milieu qui a affecté l'activité cellulolytique dans le surnageant.
L'activité cellulolytique a été détectable que lorsque la concentration de cellulose était
basse. L'activité était présente avant la détection dans le surnageant, puisque la

concentration de cellulose diminuait dans le milieu.

Les sucres ainsi produits ont été consommés par la bactérie, ce qui en a résulté une
production d'hydrogéne. Ceci vérifie l'hypothése 2. Dans le milieu ATCC 1191
contentant 5 g/l de boues primaires, cette production d'hydrogéne a été évaluée a 0,9 mol

de H, par mole de glucose consommé. D'autres métabolites ont été produits, montrant un



61

patron de production semblable a celui obtenu dans le milieu synthétique, ce qui indique

que les boues n'ont pas influencé le métabolisme de la bactérie.

Finalement, le mode de fermentation en discontinu a permis d'obtenir les

deux produits, ce qui vérifie I'hypothése 5.

Afin de supporter les résultats obtenus, une meilleure évaluation de la production
de gaz carbonique devra étre faite. L'erreur obtenue ici est possiblement due a la
formation de carbonate dans le milieu qui n'a pas été prise en compte dans ce travail. Les
travaux futurs devront en tenir compte afin de fournir des bilans steechiométriques qui
valideront les résultats. Aussi, la production d'acides organiques fait diminuer le pH du
milieu de culture. Le pH influence 1'équilibre entre le CO,, le carbonate et le bicarbonate.

Plus le milieu est acide, plus la formation de CO, est favorisée par rapport aux autres.

Pour l'industrie papetiére, le traitement des boues primaires avec cette bactérie
permettrait de réduire la quantité de boues a gérer, en plus de profiter d'une nouvelle
source énergétique : 'hydrogeéne. Une réduction de la quantité des M.E.S. dans les boues
pourrait probablement faciliter la déshydratation des boues mixtes & la fin du traitement,
ce qui permettrait une économie d'énergie. Ces parameétres devront étre évalués dans le

futur.

La production d'enzymes cellulolytiques qui résulterait du traitement avec
C. thermocellum ouvrirait un nouveau marché pour cette industrie qui posseéde déja les
installations permettant de travailler avec de grande quantité de biomasses. Ces enzymes
seraient, par exemple, utiles pour une future production d'é¢thanol a partir de résidus
cellulosiques. Afin de bien évaluer les retombées de I'implantation de ce traitement dans
une usine de pates et papiers, la mise a I'échelle du procédé est nécessaire. L'évolution
du marché de l'industrie des pates et papiers vers les coproduits issus du travail de la
biomasse forestiére semble tout a fait naturelle. L'expertise accumulée par cette industrie
par rapport au travail de la biomasse lignocellulosique est un tremplin pour le

développement d'autres marchés. L'implantation de procédés microbiens pour la
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production de bioproduits permettrait a cette industrie d'utiliser le plein potentiel de leur
matiére premiére et leurs résidus tout en obtenant des produits et des coproduits

utilisables sur place, localement ou exportables.
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ANNEXE A

COMPOSITION DU MILIEU DE CULTURE ATCC 1191 (ATCC, 2010)

Tableau A.1
Composition du milieu de culture synthétique ATCC 1191

Ingrédients Concentrations
KH,PO, 1,5 g/l
Na,HPO, - 12 H,0O 4,2 g/l
NH.,CI 0,5 g/l
MgCl; - 6 H,O 0,18 g/l
Extrait de levure BD 212750 2,0 g/l
a-cellulose en poudre 5¢g/l
Solution résazurine 0,1 % 1,0 mi/1
Solution de vitamines 0,5 ml/1
Elixir modifié de minéraux de Wolfe 5,0 ml/1
Solution réductrice 100 ml1
Tableau A.2

Composition de la solution de vitamines

Ingrédients Concentration
Biotine 40 mg/1
Acide para-aminobenzoique 100 mg/]
Acide folique 40 mg/]
Acide pantothénique en sel de calcium 100 mg/1
Acide nicotinique 100 mg/1
Vitamine B12 2 mg/l
Thiamine 5 mg/1
Pyridoxine hydrochloride 200 mg/1
Acide thioctique 100 mg/]

Riboflavine 10 mg/l




Tableau A.3

Composition de la solution modifiée de minéraux de Wolfe

Ingrédients

Acide nitrilotriacétique
MgSO, - 7 H,0
MnSO, - H,O
NaCl
FeSO,- 7 H,0
Co(NOs), - 6 H,O
CaCl,

ZnS0, - 7 H,0O
CuSO; - 5 H,0
AIK(SO,),

Acide borique
N32M004 . 2H20
I\I_azsCO3

Tableau A.4

Concentrations

1,5 g/
3g/l
500 mg/1
1g/1
100 mg/1
100 mg/1
100 mg/1
100 mg/1
10 mg/1
10 mg/1

10 mg/1
10 mg/1
I mg/l

Composition de la solution de réduction

Ingrédients

Na,S - 9 H,0

Concentrations

0,2M

68



ANNEXE B

PRINCIPALES CARACTERISTIQUES DES BOUES DE PAPETIERES

Tableau B.1

Caractéristiques des boues primaires (valeurs moyennes) (GQ, 1996)

Paramétres Procédé de fabrication
Mécani- Mécanique/ S Cartons/ papier

Kraft que sulfite-bisulfite Semichimi-que ﬁn/risﬁup
Paramétres pratiques N=9 N= 14 N=16 N=1 N=9
(mg/kg, poids sec)
pH 83 5.95 5.45 7.4 7.9
Matiéres organiques totales (%) 69.4 87.1 94.4 90.7 77.2
Humidité rel. initiale (%) 74.5 71 73 53 73.5
Humidité résiduelle (%) 11.6 353 21.1 33.5 37.6
Composés généraux
(mg/kg, poids sec)
Azote de Kjeldhal total 556 1427 1095 2302 1314
Azote — NH; N.D. ND. N.D. N.D. N.D.
Azote — NO; et NO; 15 5 12.5 55 6
Phosphore inorg. total 17 44 10.5 350.5 235
Phosphore total 247 256 118.5 529.5 251
Ratio C/N 424 280.5 342 145.5 182
Métaux (mg/kg, poids sec)
Aluminium (Al) 1400 1600 502.5 1683 4300
Argent (Ag) N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Arsenic (As) 0.55 0.35 0.35 0.5 0.7
Baryum (Ba) 89.5 74.5 49 135 25.5
Bore (B) 6.0 5 5.5 17 2
Cadmium (Cd) N.D. N.D. N.D. 2 N.D.
Calcium (Ca) 22500 3250 5600 16166 6975
Chrome (Cr) 13 11.5 6.5 8.5 135
Cobalt (Co) 1 1 0.25 1 2
Cuivre (Cu) 16.5 17.5 15 245 47
Fer (Fer) 1655 1300 1300 1383 1360
Magnésium (Mg) 857 540 408 780 695
Manganése (Mn) 277.5 125 170 445 72.5
Mercure (Hg) 0.04 0.05 0.07 0.08 0.025
Molybdéne (Mo) N.D. N.D. N.D. N.D. 2
Nickel (Ni) 8.5 3.7 3.25 5.5 5
Plomb (Bp) 12.5 7 5 14 10
Potassium (K) 453.5 335 310 813.5 202
Sélénium (Se) 0.08 0.05 0.09 N.D. N.D.
Silice (SO;) dissoutes 138.5 345 122 48.5 48
Sodium (Na) 2750 600 750 1816 635
Vanadium (V) 7 2.55 1.5 0.5 3
Zinc (Zn) 67 39 36.75 170 146

N = Nombre de fabriques N.D.
N.D. = non détectable



Tableau B.2

Caractéristiques des boues secondaires (valeurs moyennes)
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Paramétres Procédé de fabrication
Kraft  Mécaniqu Mécanique/ Semichimique  Cartons/ papier
e sulfite- Sfin/tissu
bisulfite
Paramétres pratiques N=3 N= N=1 N=1
(mg/kg, poids sec)
pH 7.6 7.6 8.6 6.9 -
Matieéres organiques totales 64 56.1 83.3 81.1 -
(%)
Humidité relative initiale (%) 94 89 - 94 -
Humidité résiduelle (%) 6.8 89.7 48 6.5 -
Composés généraux
(mg/kg, poids sec)
Azote de Kjeldhal total 7817 23375 63920 35395 -
Azote — NH, 80 2534 595 344 -
Azote —NO; et NO; 8 61 31.35 180 -
Phosphore inorganique total 27 5276 2265 2800 -
Phosphore total 590 11540 24310 4880 -
Ratio C/N gt 10.2 7.3 517 -
Métaux (mg/kg, poids sec)
Aluminium (Al) 6800 9100 990 420 -
Argent (Ag) N.D. N.D. N.D. N.D. -
Arsenic (As) 1.5 1.2 N.D. 0.75 -
Baryum (Ba) 113 270 65 390 -
Bore (B) 4 100 9.5 87 -
Cadmium (Cd) 2.5 N.D. N.D. 7 -
Calcium (Ca) 45550 16000 10750 21775 =
Chrome (Cr) 20 35 4.5 14 -
Cobalt (Co) 3 10 0.5 3 -
Cuivre (Cu) 30 34 19 69.5 -
Fer (Fer) 4500 15000 520 3480 -
Magnésium (Mg) 1900 6200 1000 2400 -
Manganese (Mn) 660 2200 135 1705 -
Mercure (Hg) 0.11 N.D. 0.11 0.018 -
Molybdeéne (Mo) N.D. N.D. 20.5 1.5 -
Nickel (Ni) 24 28 7.5 15 -
Plomb (Bp) 15 50 0.05 26 -
Potassium (K) 575 5000 2800 2840 -
Sélénium (Se) 0.13 32 0.03 0.095 -
Silice (SO,) dissoutes 158 1100 553.5 180 -
Sodium (Na) 1525 2700 26000 6500 -
Vanadium (V) 49 31 3 6 -
Zinc {Zn) 420 - 78.5 552 -

N Nombre de fabrication

N.D. non détectable
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Tableau B.3

Caractéristiques des boues de désencrage (valeurs moyennes)

Paramétres Procédé de fabrication
Boue primaire Cartons/papier Boue primaire Boue secondaire
mécanique Sfintissu désencrage désencrage
boue primaire
Paramétres pratiques N=4 N=1 N=3 N=3
(mg/kg, poids sec)
pH 8.35 7.95 7.8 6.1
Matiéres organiques totales 713 64.1 472 57.2
(%)
Humidité relative initiale 58 65 57.6 88.7
(%)
Humidité résiduelle (%) 28.5 28 35 6.8
Composés généraux
(mg/kg, poids sec)
Azote de Kjeldhal total 1479 1118 1305 23500
Azote — NH; N.D. N.D. 5.5 2165
Azote —NO, et NO; 5 36.5 15.5 n.d.
Phosphore inorganique total 109.5 65 22.5 1722
Phosphore total 280 300 698 10085
Ratio C/N 205.5 125 82 13
Métaux (mg/kg, poids sec)
Aluminium (Al) 3300 3300 5985 9700
Argent (Ag) N.D. 2 N.D. N.D.
Arsenic (As) N.D. 0.6 03 4
Baryum (Ba) 58.5 335 36 88
Bore (B) 2 1 2.5 11
Cadmium (Cd) N.D. N.D. N.D. N.D.
Calcium (Ca) 14500 66000 93800 14000
Chrome (Cr) 8 9 10.5 42
Cobalt (Co) N.D. 2 2.7 4
Cuivre (Cu) 140 27.5 135 200
Fer (Fer) 510 1045 1665 5055
Magnésium (Mg) 535 1250 1070 1525
Manganése (Mn) 76.5 42 25.5 207
Mercure (Hg) 0.04 0.115 0.065 0.05
Molybdéne (Mo) N.D. 35 0.25 3
Nickel (Ni) 2.5 2 1.5 5
Plomb (Bp) 85 13 15.5 160
Potassium (K) 135 05 300 1440
Sélénium (Se) 0.08 0.08 N.D. 0.4
Silice (SO;) dissoutes 45.5 135 55 125
Sodium (Na) 1040 955 1100 3390
Vanadium (V) 4 25 5 22
Zinc (Zn) 127 635 330 265

N Nombre de fabrication

N.D. non détectable



ANNEXE C

EXEMPLES DE CALCULS

C.1 Volume de milieu de culture dans une bouteille

Dans une bouteille contenant I'échantillon inoculé, il y a 50 ml de milieu de culture

additionné de 5 ml de pré-culture et 0,5 ml de solution Na,S.

Volume total de liquide dans les bouteilles inoculées : 50 ml + 5 ml + 0,5 ml = 55,5 ml

C.2 Calcul pour la production des acides organiques

C.2.1 Acétate, lactate et formate

Les acides organiques analysés avec le chromatographe ionique Dionnex était
l'acétate, le formate et le lactate. Les échantillons ont été dilués par un facteur de 50
avant l'analyse des acides organiques. Les standards utilisés était de 20, 10, 5 et 1 mg/l
pour chaque acide. Voici le calcul utilisé pour connaitre la concentration mmol/l ainsi

que la quantité en mole contenue dans chaque bouteille.

Ex : échantillons de la bouteille C15 du 30 mai 2011, valeurs pour l'acétate.
Standard utilisé : Acétate de sodium (CH;COO" Na") masse molaire: 82,03 g/mol
Valeur obtenue au Dionex : 6,747 mg/1 d'acétate (facteur de dilution 50)
Concentration en mmol/l :

6,747mg 1 mmol

. = 11 d, 'tat
1L 82,03 mg 50 = 4,11252 mmol/l d'acétate
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Quantité d'acétate en mmol par bouteille de culture :

4,11252 mmol

L -0,0555L = 0,22824 mmol d'acétate

C.2.2 Ethanol

Les résultats obtenus pour la concentration d'éthanol & partir du kit de test

enzymatique sont en g/I.

Exemple : échantillons de la bouteille C15 du 30 mai 2011
Masse molaire éthanol : 46,07 g/mol

valeur obtenue a partir du kit : 1,33245 g/1 d'éthanol
Concentration en mmol/l :

1,33245¢ 1mol 1000 mmol
L 4607g lmol

= 28,9224 mmol/l d'éthanol

Quantité d'éthanol en mmol contenue dans une bouteille de culture :

28,9224 mmol

L -0,0555L = 1,60519mmol d'éthanol

C.3 Quantité de gaz dans I'espace gazeux des bouteilles de culture

C.3.1 Volume d'espace gazeux dans la bouteille

Volume total dans la bouteille : 118,5 ml

Volume occupé par le milieu de culture :

50 ml de milieu + 0,5 ml de solution Na,S = 50,5 ml avant inoculation
Volume d'espace gazeux: 118,5 ml — 50,5 ml = 68 ml
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C.3.2 Quantité initial d'azote dans les bouteilles

L'air dans les bouteilles a été remplacé par de l'azote. La pression d'azote avant
inoculation a été prise a 23 °C, aprés l'autoclavage.
Pression mesurée : 7,2 psig
(psig signifie que la pression atmosphérique n'est pas incluse)
1 psi = 6,895 kPa
Pression dans les bouteilles : 101,325 kPa + (7,2 psig * 6,895 kPa/psi) = 151 kPa
Quantité initiale d'azote dans I'espace gazeux des bouteilles :

_Pazote'V
nazote_ RT

3 151kPa-0,068 L
8,314472L-kPa-K " 'mol '-296 K

Dazote

n,,.=0,004172 mol = 4,172 mmol d'azote

C.4 Calcul de la quantité de gaz apreés fermentation dans I'espace gazeux

Les standards gazeux utilisés pour la calibration du chromatographe sont en
% molaire. Il n'y avait pas de production d'azote durant la fermentation et les deux seuls

gaz produits avec C. thermocellum sont I'hydrogéne et le dioxyde de carbone.

C.4.1 Quantité de gaz total aprés fermentation

Exemple : échantillons de la bouteille C15 du 30 mai 2011
Yomotare d'H2 = 8,41 %
Yomolaire de CO, = 14,61 %

_ Pagore

n —_
total
gaz X

azote



75

ol : n= quantité en moles de gaz ( M a été calculé en annexe C.3.2. : 4,172 mmol)
x =fraction molaire

n

n _-—
gaztotal — { —(xH2+ xco7)

_ 4,172 mmol
gzioal™ 1 (00841 +0,1461)

n = 5,4196 mmol de gaz total dans I'espace gazeux

C.4.2 Quantité d'hydrogéne

nl—lz= ngaz total

"Xy, = 5,4196 mmol-0,0841 = 0,4558 mmol de H, dans I'espace gazeux

C.4.3 Quantité de dioxyde de carbone

Moo, = Mg onr ¥co, = 2,4196mmol-0,1461 = 0,7918 mmol de CO, dans l'espace gazeux

C.5 Quantité de gaz dissous dans le milieu de culture des bouteilles

La loi Henry est utilisé pour le calcul des gaz dissous.
c
ku(T)=—
p
ou :
ku(T) : coefficient d'Henry en fonction de la température.
¢ : concentration du gaz dans le liquide (mol/1)

p : pression partielle du gaz (bar)

1

K 0

ky(T)=k, (T°) exp

ku(T®) : coefficient d'Henry a température standard (mol - I"! - bar™)
K : Constante de dépendance a la température

T : Température (K)

T®: Température standard (298 K)
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Tableau C.1
Constantes d'Henry pour la solubilité des gaz (Linstrom et Mallard, 2011)

Molécules ku(T?) K
(mol kg™ bar™) X)
H, 0,00078 500
CO, 0,035 2400

C.5.1 Coefficient d'Henry pour I'hydrogéne

Exemple : échantillons de la bouteille C15 du 30 mai 2011, les échantillons ont été
analysés a la température de la piece (23 °C)

k, (T)=0,00078exp

1 1
00 -
> (273 +23 298 )

k,(T)=0,000788893 mol-1~"-bar ' pour 'hydrogéne

C.5.2 Coefficient d'Henry pour le dioxyde de carbone

Exemple : échantillon de la bouteille C15 du 30 mai 2011, les échantillons ont été

analysés a la température de la piece (23 °C)

ku(T)=0,035-exp 273+23 298

2400( 1 1 )

k,(T)=0,036957 mol-1""-bar ' pour le dioxyde de carbone
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C.6 Pression partielle des gaz dans I'espace gazeux
C.6.1 Pression partielle d'hydrogéne

ny R-T
pH2= V

_0,0004558 mol-0,08314472 L-bar-K ™" -mol '-|273K +23°C
Pu,= 0,068L

Py, =0,1650 bar

C.6.2 Pression partielle de dioxyde de carbone

_0,0007918 mol-0,08314472 L-bar-K '-mol "-|273 K +23°C
- 0,068 L

Pco

Do, =0,2866 bar

C.7 Calcul pour la concentration et quantité de gaz dissous

ou :
¢ : concentration du gaz dissous
p : pression partielle du gaz

C.7.1 Concentration d'hydrogene dissous

cy, = 0,788893 mmol-L™"-bar'-0,1650 bar = 0,13017mmol-L""
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C.7.2 Quantité d'hydrogéne dissous dans le milieu en bouteille
an dissous = cHz' Vliquide
ny, =0,13017mmol L~ 1.0,0555L = 0,007224 mmol de H, dissous

C.7.3 Concentration de dioxyde de carbone dissous
Cco, = 36,957 mmol-L™"-bar"-0,2866 bar = 10,5919 mmol-L™"

C.7.4 Quantité de dioxyde de carbone dissous dans le milieu en bouteille
Mco, dissous — Cco,’ V liquide
Neo, = 10,5919 mmol-L™"-0,0555L = 0,5879 mmol de CO, dissous

C.8 Kquilibre entre CO, dissous et HCO;

Une partie du CO, produit par la bactérie se dissous dans l'eau, tel que vu au
dernier point. Il y a un équilibre qui se forme entre le CO, dissous et le H,CO; , qui
lui-méme est en équilibre avec le HCO;'. Le H,CO; beauéoup moins présent a des pH
entre 6 et 7 que le CO, dissous et le HCO5. L'équation d'Handerson-Hasselbach est

utilisé pour déterminer la concentration de HCOs™ présent dans le milieu de culture.

HCO;

pH = pK+log,, R
2 (dissous)

K. = Kacige de la réaction : H,CO; = H" + HCOy
K = Kiya de la réaction : CO3 gissous — H2COs
K=K, x Ky

pK = -log(K) = 6,4 (Tonneau, 2000)
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La concentration de CO, dissous étant connue (C.7.4) :

log;o|HCO3| = pH — pK + 10g,6[CO; g

[HCO;} = 10'pHﬂpK) ’ [CO2 dissous

Exemple : échantillon de la bouteille C15 du 30 mai 2011. Le pH de cet
échantillon n'a pas été enregistré, celui-ci devrait étre entre 6 et 7. Voici les valeurs de

concentration du HCOs™ qui serait présentes selon le pH.
[HCO;| = 107 7%+ 0,0105919molL
[HCO;] = 0,042167 mol/L si la solution est a pH 7
ou 2,3403 mmol dans le milieu de culture de la bouteille
[HCO;| = 0,01333 mol/L i la solution est a pH 6,5
ou 0,7401 mmol dans le milieu de culture de la bouteille
[HCO;} = 0,004217 mol/L si la solution est a pH 6

ou 0,2340 mmol dans le milieu de culture de la bouteille
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C.9 Balance C1/C2
Selon les voies métaboliques a partir du pyruvate (3 carbones) de C. thermocellum,
il y a formation de deux produits & 1 carbone, soit le CO, et le formate, ainsi que

deux produits & 2 carbones, soit I'éthanol et l'acétate. Le rapport entre les produits a

1 carbone et les produits & 2 carbones devrait étre de 1.
Z npmduits a 1 carbone / Z nproduils a2 carbone

Pour C. thermocellum, la formule est :

nCO2 + Pformate =1
Pahanol + 7

acétate

exemple : échantillon C15 du 30 mai 2011. Le pH de la solution est inconnu, donc
la quantité de HCO; n'est pas connue. Ici sont utilisées les valeurs calculées avec les
formules démontrées précédemment pour la bouteilles C15 auxquelles ont été soustraites

les valeurs obtenues au temps 0, soit tout de suite aprés l'inoculation.

1,3620mmol¢g ppy + x mmolye, |+ 0,01446 mmol

Formate

1,52498 mmolggane + 0,19513mmol 40,

s npcos = 0

Balance C1/C2 = 0,80

Dans ce cas, pour avoir une balance C1/C2 de 1, il aurait fallu 0,34365 mmol de
HCO;, donc que le pH du milieu soit de 6,167. Ce qui semble étre acide pour
C. thermocellum. Cependant, il y avait assurément présence de HCO3 dans le milieu, ce

qui aurait augmenté le rapport C1/C2 a une valeur plus prés de 1.
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C.10 Rapport entre les produits oxydés et réduits

Si nous partons de l'eau en tant que molécule neutre, celle-ci montre un rapport de
1:2 entre I'oxygéne et 'hydrogéne (un oxygene pour deux hydrogénes). Le glucose
montre ce méme rapport. Il faut que ce rapport entre oxydant/réducteur soit conservé
tout au long de la fermentation. Pour le calculer, I'oxygéne présent dans une molécule

aura la valeur de +1 et I'hydrogéne la valeur de -0,5.

Exemple :

Lors de la formation d'éthanol (C,HsO), il faut quune autre molécule regoivent

deux oxygenes afin de garder le rapport oxydant/réducteur constant, ce que fera le CO..

Tableau C.2

Valeurs d'oxydation des produits de fermentation de C. thermocellum

Molécules Formules Valeur réduction (-) ou
- - oxydation (+)
Glucose CsH 1206 0 -
Hydrogene H, -1
Dioxyde de carbone CO, +2
Ethanol C,H:0 2
Formate CH,0, +1
Acétate C,H,0, 0

Lactate C3H603 0
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Pour C. thermocellum, le rapport entre les produits oxydés et réduits sera :

[nCO2 ’ 2) + [nFormalz ) ]) _
[n,;,hm, . 2) + |ny 1)

Exemple : échantillon C15 du 30 mai 2011. Les valeurs utilisées sont celles dont les

valeurs juste apres l'inoculation ont été soustraites.

(1,36200 mmol - 2} + (0,01446 mmol - 1|
(1,5250mmol - 2] + (0,45270 mmol - 1)

= 0,78

Pour avoir une valeur de 1, une valeur 0,38212mmol de plus de CO, aurait suffit,

soit une valeur proche de la valeur manquante en HCOs™ calculé avec le rapport C1/C2.

Tableau C.3

Valeurs brutes pour la bouteille C15 du 30 mai 2011, ayant servies pour les exemples de
calculs. La pression avant inoculation était de 7,2 psig

- m_olE'cule Valeurs a la fin de la fermentation
% H, 8,41 %
% CO, 14,61 %
Acétate 6,74700 mg/1
Lactate 2,67360 mg/l
Formate 0,49580 mg/1

Ethanol 1,33245 g/l



