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✓ La valorisation des MAFOR en France par épandage agricole : éléments de 

discussion « problématique de leur contenu chimique et microbiologique ». 

Les MAFOR sont des « matières fertilisantes d’origine résiduaire », elles incluent 

différents types de sources « boues de station », « déchets verts », déjections animales… A 

l’exception des déchets d’ordures ménagères. La stratégie adoptée par la France pour la 

valorisation des Matières Fertilisantes d’Origine Résiduaires est celle de la « valorisation 

matière » via l’épandage agricole (Figure 1).  

 

Figure 1. Epandage de produits résiduaires organiques ou matières fertilisantes d’origine résiduaire 
(MAFOR) (1). 

Au regard des quantités épandues, la Figure 1 montre que ce sont les déjections 

animales qui représentent l’immense majorité des MAFOR épandues (94%), même si 

l’épandage des boues est plus « médiatisé » et « réglementé ». L’épandage des déjections 

animales présente aussi l’avantage d’une disponibilité quasi inépuisable de matière 

fertilisante.  

La valorisation des MAFOR par épandage permet non seulement une fertilisation (par 

l’apport des quantités de N (azote), P (phosphore), K (potassium) nécessaires à la croissance 

des végétaux) et un amendement (par l’apport de matière organique (carbone (C)) notamment 

dans les sols. En outre, cela permet de réduire la consommation d’engrais qui sont coûteux 

pour les exploitants agricoles et issus de réserves naturelles non renouvelables (cercle non 

vertueux).  

Cependant, ce choix nécessite une surveillance très étroite des qualités chimique, 

microbiologique et physique (siccité par exemple) des MAFOR épandues. L’épandage des 

boues d’épuration par exemple est strictement réglementé. Leur contenu en contaminants 

divers est mesuré et un plan d’épandage est déterminé. L’hygiénisation des boues de station 

d’épuration est très important et de nombreux procédés existent pour atteindre cet objectif 

(chaulage, méthanisation suivie d’un compostage…). D’autres pays comme la Suisse, ont fait 
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le choix d’assurer une innocuité totale des MAFOR qui sont toutes traitées par pyrolyse 

(chauffage à 500°C), ce qui aboutit à un produit que l’on appelle le biochar. Ce dernier contient 

du carbone à libération lente et peut aussi être épandu.  

En France, la majorité des déjections animales (fumiers, lisiers) sont épandues 

directement sur les sols ou après compostage (2). Les déjections animales ne font pas l’objet 

d’une réglementation particulière quant à leur contenu avant épandage (pratique ancestrale 

pour la fertilisation des sols) mais nécessitent un plan d’épandage validé par les chambres 

d’agricultures (en vue de la préservation des cours d’eau la plupart du temps). Les effluents 

d’élevage représentent 94% des matières épandues sur les sols (Figure 1). La plupart du 

temps ils sont épandus sans traitement préalable. 

L’épandage direct (sans pré-traitement de type compostage ou méthanisation) des 

déjections animales présente certains inconvénients. L’épandage direct des lisiers par 

exemple conduit à une perte d’azote ammoniacal par évaporation (3). 

Le « compostage » des fumiers avant épandage est largement pratiqué car il constitue 

en fait un mode de stockage pour les exploitants, entre deux plans d’épandage ou en fonction 

des cultures produites. Ce stockage permet une certaine hygiénisation, la destruction des 

graines d’adventices, l’épandage sur cultures dont le cycle est inadapté à un apport sous forme 

de fumier frais, la suppression des mauvaises odeurs (appétence de l’herbe), 

l’homogénéisation du produit, la diminution de la masse à épandre, la facilité d’épandage, et 

une possibilité d’application toute l’année (2). Cependant les conditions du stockage des 

fumiers lors du compostage sont généralement peu ou pas contrôlées ce qui génère une 

grande hétérogénéité en termes de contenu et de texture (y compris au sein d’une même 

exploitation). Ce manque de contrôle influe sur sa valeur fertilisante et amendante mais aussi 

sur son hygiénisation. 

La valorisation par épandage des matières fertilisantes d’origine résiduaire est donc un 

choix étayé par de nombreux avantages. Cependant, le développement des connaissances 

dans les domaines de la chimie analytique et microbiologique a permis de mettre en évidence 

un certain nombre de questions relatives à la contamination chimique (présence de métaux 

lourds ou de résidus de médicaments) et microbiologique (présence de bactéries pathogènes 

ou antibiorésistantes) des MAFOR et aux conséquences possibles sur les sols épandus.  
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✓ Le cercle vertueux de la méthanisation des déchets agricoles (déjections 

animales, déchets de céréales, CIVE…) : un moyen de coupler production 

d’énergie renouvelable et production d’un fertilisant agricole le digestat ? 

Les énergies fossiles telles que le pétrole se raréfient et sont particulièrement 

polluantes. De plus, le recyclage de la matière organique pour produire de l’énergie (chaleur 

notamment) est connu depuis la nuit des temps par la combustion du bois ou du charbon de 

bois, des déjections animales… Cependant, cette énergie bien que produite à partir de matière 

organique renouvelable conduit aussi à une pollution environnementale par l’émission de gaz 

à effet de serre (dioxyde de carbone (CO2) notamment). 

La loi de Transition Énergétique pour la Croissance Verte fixe à 10% la consommation 

de gaz renouvelable à l’horizon 2030, objectif auquel la méthanisation contribue d’ores et déjà. 

Dans le domaine environnemental, la littérature scientifique et grise montre que les énergies 

dites « renouvelables » comme l’énergie solaire, éolienne, hydraulique ou organique 

(méthanisation) constituent l’avenir de notre humanité. 

La méthanisation est un atout pour la transition énergétique car de nombreux déchets 

(agricoles, domestiques, industriels) sont potentiellement méthanisables et peuvent être 

valorisés grâce à la digestion anaérobie (Figure 2). 

La production de méthane est un processus naturel. La découverte du méthane 

remonte au XVIIIème siècle lorsque Monsieur Volta observa un échappement de gaz à partir de 

la vase du lac Maggiore. Lavoisier, en 1887, appelle ce gaz le « gaz hydrogène carbone » et 

le terme « méthane » fut attribué en 1892. Le méthane est un gaz à effet de serre, il ne doit 

donc pas être rejeté dans l’atmosphère à grande échelle.  

La France est le premier pays à construire des méthaniseurs de fumier vers 1930. Puis, 

dans les années 1970, la digestion anaérobie se développe en Europe. La méthanisation de 

type agricole, délaissée au XXème siècle, revient en force de façon exponentielle au début du 

XXIème siècle. La méthanisation est alors encouragée par les pouvoirs publics afin de favoriser 

une production d’énergie à partir d’une ressource renouvelable. Les avancées techniques 

résultant d’une forte implication financière des pouvoirs publics mais aussi du secteur privé 

ont permis l’optimisation du procédé. La digestion anaérobie conduit in fine par dégradation 

de la matière organique à la production d’un biogaz constitué de méthane CH4 et de dioxyde 

de carbone CO2 et d’un résidu plus ou moins pâteux : le digestat. A l’état brut, le biogaz peut 

être valorisé sous forme d’électricité, de chaleur, voire les deux (cogénération), ou alors il peut 

être injecté dans le réseau de gaz ou utilisé comme carburant après épuration (injection) : on 

parle alors de biométhane ou de bioGNV (Figure 2). 

La digestion anaérobie constitue une filière d’avenir en France et en Europe. Près de 

20 000 méthaniseurs sont répertoriés en Europe (4) et plus de 1 000 installations de 

méthanisation fonctionnent en France (5). Parmi elles, on compte plus de 800 méthaniseurs 

de type « agricole ». 
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Figure 2. La méthanisation à la ferme (6). 

Aujourd’hui, les avancées techniques ont permis de maîtriser ce procédé pour qu’il 

génère un cercle « vertueux » (Figure 2) : la digestion de différents intrants (= déchets 

agricoles, d’industries agroalimentaires, déjections animales…) conduit à la production d’un 

digestat et de biogaz.  

Le procédé de méthanisation ou digestion anaérobie peut être décrit comme un 

processus de dégradation de la matière organique, réalisé par différents types de bactéries 

anaérobies (Figure 3). 
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Figure 3. Schéma simplifié du processus biologique de la méthanisation (7). 

La méthanisation agricole est un procédé assez robuste en termes de rendement de 

production de biogaz à condition de respecter drastiquement les consignes de conduites 

(temps de séjour, température et surtout type d’intrants et leurs ratios respectifs…). De 

nombreux micro-organismes sont impliqués dans ce processus : les bactéries hydrolytiques, 

fermentaires, syntrophes ou non syntrophes et les archées dont fait partie Clostridium.  
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✓ La controverse de l’épandage des digestats de méthaniseurs agricoles : 

problématique de la persistance de bactéries pathogènes de la famille des 

Clostridium dans les digestats épandus. 

 

Le digestat est une matière digérée peu odorante, en comparaison à du fumier ou du 

lisier par exemple, dont les caractéristiques sont dépendantes des types de matières qui ont 

réagi dans le méthaniseur. Les digestats peuvent être riches en éléments nutritifs (azote, 

phosphore et potassium, essentiels pour la croissance des plantes). Des précautions doivent 

être prises quant à leur utilisation mais ils peuvent ainsi se substituer aux engrais de synthèse 

sous certaines conditions. Ces conditions sont notamment décrites dans le rapport ADEME 

de janvier 2015 sur « Le cadre réglementaire et juridique des activités agricoles de 

méthanisation et de compostage » (8).  

En France, la méthanisation peut être utilisée pour traiter plusieurs types de déchets, 

on distingue ainsi trois types de filières : 

✓ → La digestion anaérobie des installations de stockage de déchets non dangereux 

(ISDND). 

✓ → La méthanisation des boues de stations d’épuration des eaux usées (STEP). 

✓ → La méthanisation de matières végétales brutes, des déchets ou sous-produits 

d’industries agro-alimentaires, d’exploitations agricoles. 

 

Dans cette étude, nous nous sommes particulièrement intéressés au dernier type de 

méthanisation. Ce recyclage de la matière est en plein essor au sein du secteur agricole grâce 

au développement de la méthanisation directement « à la ferme » encouragé par le ministère 

de l’agriculture notamment. Le décret qui définit les conditions pour que la méthanisation soit 

considérée comme activité agricole est paru le 19 février 2011 (9). Ce décret « d'application 

immédiate » était déjà prévu dans le cadre la loi de modernisation agricole (LMA) de juillet 

2010 (10). Le texte permet dorénavant aux exploitants méthaniseurs de commercialiser de 

l'énergie (biogaz, chaleur et électricité) dans le cadre de leur exploitation agricole ou via une 

structure sociétaire où ils détiennent la majorité du capital. Les déchets agricoles doivent 

néanmoins provenir de l'exploitation à hauteur de 50 % au minimum. 

 

Le digestat généré lors du processus de méthanisation peut être sous différentes 

formes : solide-liquide (cas de la méthanisation en voie liquide avec séparateur de phase) ou 

un résidu solide (cas de la méthanisation en voie sèche). Le digestat représente une valeur 

fertilisante (composition en NPK) qui permet de l’utiliser sous forme d’engrais (ou de fertilisant) 

destiné à être épandu sur des terres agricoles. Ce procédé présente aussi un intérêt d’un point 

de vue microbiologique. En effet, il entraîne un effet hygiénisant sur la matière organique 

introduite dans le méthaniseur (11). Ainsi, le digestat présente, à la sortie du méthaniseur, une 

teneur en micro-organismes amoindrie par comparaison à la teneur des intrants. 

Malheureusement, ce pouvoir hygiénisant de la digestion anaérobie ne s’applique pas à tous 

les micro-organismes et notamment les agents pathogènes. Ainsi, le digestat peut quelquefois 

renfermer un certain nombre d’agents pathogènes issus des intrants ou étant impliqués dans 

le processus biologique de la digestion anaérobie. La présence de ces agents pathogènes 
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dans les digestats pose un problème majeur, celui de la pérennisation de l’épandage des 

digestats, mettant en péril toute la filière. 

 

Des trillions de bactéries peuplent la surface du globe. Elles font partie intégrante de 

l’équilibre de notre écosystème. Elles peuvent être bénéfiques pour la santé et peupler le 

microbiote intestinal humain. Cependant, certaines d’entre elles sont pathogènes pour 

l’Homme et requièrent une attention toute particulière afin d’éviter la survenue de maladies 

graves chez l’Homme ou l’animal. Certaines de ces bactéries ont la capacité de survivre dans 

un environnement aux conditions hostiles à leur développement. L’un des mécanismes mis en 

œuvre par certaines bactéries pour se « protéger » de conditions hostiles est la sporulation. 

La spore constitue la forme de protection de la bactérie lui permettant de survivre en étant 

privée de nutriments et/ou dans un environnement présentant des conditions extrêmes (hautes 

températures par exemple). Parmi les bactéries capables de sporuler, la famille des 

Clostridium a été particulièrement étudiée. Le caractère ubiquiste de cette bactérie pathogène, 

et donc sa capacité à persister dans tout type de milieu, engendre des problèmes de santé 

publique (intoxications alimentaires, botulisme ou gangrène gazeuse). La disparition/réduction 

de la virulence de cet agent pathogène est cependant possible si l’on arrive à empêcher sa 

sporulation dans un milieu donné. Depuis de nombreuses années, des études ont porté sur 

cet objectif. Cependant, à ce jour, aucune technique ne permet d’empêcher la sporulation dans 

tous les milieux et notamment dans le domaine environnemental.  

 

La question de l’élimination des agents pathogènes en amont ou en aval de la 

méthanisation est un sujet faisant l’objet de nombreuses études. Les résultats de ces 

nombreuses études n’aboutissent pas à un véritable succès, c’est-à-dire l’élimination totale 

des agents pathogènes dans le digestat. Le potentiel hygiénisant de la digestion anaérobie se 

révèle notamment insuffisant pour diminuer la concentration d’un agent pathogène 

particulièrement problématique Clostridium sp.. En effet, les formes sporulées de Clostridium 

sp. sont insensibles à l’hygiénisation ayant pour origine la digestion anaérobie. Une solution 

technique consiste à éliminer à la source, c’est-à-dire au niveau des intrants, les micro-

organismes pathogènes, d’autant que c’est à ce niveau que leur présence est la plus élevée.  
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OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THESE :  

Il apparaît donc pertinent d’étudier des solutions en amont de la digestion anaérobie pour 

tenter de diminuer la concentration en agents pathogènes dans le digestat destiné à être 

épandu sur les terres agricoles. L’objectif de ces travaux de thèse a été de rechercher un pré-

traitement (thermique, chimique, et en couplage) permettant d’inactiver les spores de 

Clostridium perfringens. L’effet de ces pré-traitements ont été étudiés d’un point de vue 

microbiologique (rendements d’élimination des micro-organismes pathogènes sur l’intrant 

(fumier bovin dans cette étude)) mais aussi sur le procédé de méthanisation (rendement de 

production de biogaz). Sur le plan microbiologique, l’effet de ces traitements sur la sporulation 

de Clostridium perfringens a été mesuré. En parallèle, des analyses microbiologiques 

quantitatives ont été réalisées pour étudier une éventuelle diminution de la concentration des 

différentes formes bactériennes de Clostridium, c’est-à-dire les formes végétatives et 

sporulées. Le traitement doit impacter le plus faiblement possible le procédé afin de conserver 

le potentiel méthanogène des intrants agricoles et donc la rentabilité économique de 

l’installation. Pour ce faire, des tests rapides de mesure du potentiel méthanogène (BMP) ont 

été réalisés en laboratoire sur les différents échantillons pré-traités. La recherche de procédés 

pouvant potentialiser l’effet hygiénisant de la méthanisation tout en conservant ses 

performances est donc cruciale. Le procédé d’hygiénisation peut être mis en œuvre en amont 

(sur les intrants) ou en aval de la digestion (sur le digestat). Différents types de traitements ont 

été étudiés dans la littérature : procédés physiques, chimiques, physico-chimiques… Lorsque 

ces traitements sont appliqués en amont de la méthanisation on parle de « pré-traitements ». 

Ces derniers doivent, dans l’idéal, permettre d’obtenir un digestat dépourvu de micro-

organismes pathogènes tout en préservant le rendement de production de biogaz de l’unité 

de méthanisation.  

 

 

Les objectifs de la thèse et la méthodologie mise en œuvre sont représentés sur la Figure 4. 

 

Figure 4. Objectifs de la thèse et méthodologie mise en œuvre. 
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❖ Le premier Chapitre de cette thèse est une étude bibliographique permettant de mieux 

cerner la problématique du devenir de certains micro-organismes au cours du processus 

de méthanisation : des intrants jusqu’au digestat et de présenter les stratégies mises en 

œuvre à ce jour pour obtenir une hygiénisation des digestats. Pour ce faire, les points ci-

dessous seront abordés.  

A) La méthanisation ou digestion anaérobie des déchets agricoles. 

B) Les paramètres de la digestion anaérobie influençant le potentiel hygiénisant. 

C) Les pré-traitements des intrants. 

D) Le cas de Clostridium perfringens ainsi que les traitements appliqués sur les bactéries 

sporulantes. 

E) Les techniques de caractérisation microbiologique des bactéries sporulantes. 

Le pouvoir hygiénisant du procédé de méthanisation est décrit via ses effets sur des agents 

pathogènes appelés « micro-organismes indicateurs ». Cette étude bibliographique s’attarde 

un peu plus longuement sur un micro-organisme d’intérêt : Clostridium perfringens. Ses 

capacités d’adaptation grâce au processus de sporulation sont décrites et les traitements ou 

les facteurs influençant la survie de cette bactérie sont énoncés.  

 

❖ Le second Chapitre présente les Matériels et Méthodes employés au cours de ces 

travaux de thèse. La méthodologie utilisée pour répondre aux objectifs présente un aspect 

fortement pluridisciplinaire de cette thèse allant de la microbiologie au génie des procédés.  

 

❖ Les Chapitres III.1, III.2, III.3 présentent les résultats obtenus dans ce travail.  

→ Le Chapitre III.1 est rédigé sous la forme d’une publication. Le substrat de travail ou 

intrant choisi est le fumier. Cet intrant a été particulièrement ciblé car susceptible de contenir 

de fortes concentrations en micro-organismes pathogènes de type Clostridium (les autres 

intrants de la méthanisation agricole étant en général constitués de déchets de culture 

céréalière ou fruitière). Conformément à la méthodologie et de manière logique (exclusion 

directe des pré-traitements abaissant le potentiel méthanogène), l’impact des pré-traitements 

d’hygiénisation sur le potentiel méthanogène du fumier est présenté.  

→ Le Chapitre III.2 est aussi présenté sous la forme d’une publication. Les effets des pré-

traitements à l’échelle de la cellule sur des cultures pures de C. perfringens sont présentés. 

L’outil utilisé pour l’évaluation des effets est la cytométrie en flux. 

→ Le Chapitre III.3 est rédigé de façon conventionnelle. Il présente les effets des pré-

traitements sur les mêmes cultures pures de C. perfringens. De manière originale, l’outil 

d’évaluation utilisé est une technique novatrice dans le domaine : l’Imagerie en flux.  
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Chapitre I. Etude bibliographique 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chapitre I. Etude bibliographique 
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I.1. Digestion anaérobie des déchets agricoles 

I.1.1. Processus biologique général de la digestion anaérobie 

Le procédé de digestion anaérobie, permet donc de recycler des déchets dans un 

cercle « vertueux » (Figure 5) de récupération d’énergie et de matière fertilisante. La 

méthanisation à la ferme connaît un développement exponentiel, largement encouragé par les 

autorités (ministère de l’agriculture) afin de favoriser la production « d’énergie verte ». 

 

 

 

Figure 5. La méthanisation agricole (12). 
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Le procédé de méthanisation est un processus biologique qui se décompose en 4 

étapes (13) (Figure 6). Ces étapes font intervenir différents types de micro-organismes (dont 

Clostridium sp.) participant à la dégradation de la matière organique afin de produire du biogaz 

et un résidu solide-liquide, le digestat.  

 

 

Figure 6. Etapes de la digestion anaérobie (14). 

 

I.1.1.1. Hydrolyse 

L’hydrolyse est la première étape biochimique de la digestion anaérobie. Elle permet 

de dégrader la matière organique introduite dans le digesteur (Figure 6). Les polymères à 

longue chaîne (polysaccharides, lipides, protéines) constituant les déchets sont hydrolysés en 

monomères simples (sucres, alcools, acides gras, acides aminés) grâce à l’action d’enzymes 

telles que les cellulases, lipases et protéases (13). Ces dernières permettant cette hydrolyse 

sont produites par des bactéries anaérobies strictes ou facultatives hydrolytiques (Figure 8) 

telles que Bacillus, Ruminococcus ou Clostridium (étudié lors de ces travaux de thèse). Les 

molécules produites sont donc plus petites, solubilisées et peuvent subir l’étape 

d’acidogenèse. 

I.1.1.2. Acidogenèse 

Les monomères issus de l’étape d’hydrolyse sont ensuite métabolisés par des micro-

organismes fermentaires en acides gras volatils, alcools, acides organiques, hydrogène et 

dioxyde de carbone (Figure 6). L’acidogenèse est, en général, une étape rapide de la digestion 

anaérobie. Elle peut, par conséquent, entraîner une accumulation importante d’hydrogène et 

d’acides gras volatils en cas de surcharge organique ou d’introduction de déchets rapidement 

fermentescibles dans le digesteur. Cette accumulation d’hydrogène peut entraîner une 

inhibition de l’acétogenèse. De plus, une accumulation d’acides gras volatils entraîne une 

baisse de pH et une inhibition du processus de méthanisation par l’inhibition des micro-

organismes participant aux étapes biochimiques suivantes de la digestion anaérobie. Les 

bactéries participant à cette phase d’acidogenèse (Figure 8) peuvent être anaérobies strictes 

ou facultatives. Les bactéries du genre Propionibacterium ainsi que les entérocoques font en 

outre partie de la communauté bactérienne acidogène. 
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I.1.1.3. Acétogenèse 

L’acétogenèse se révèle être une étape lente de la digestion anaérobie. Elle permet la 

formation de dioxyde de carbone, d’acide acétique et de dihydrogène (Figure 6). Ces 

constituants sont les précurseurs du méthane, composé majoritaire du biogaz. Toutefois, le 

dihydrogène produit peut être toxique s’il est présent en trop grande quantité et arrêter le 

processus de méthanisation. Les bactéries participant à cette étape d’acétogenèse (Figure 8) 

sont les bactéries productrices obligées d’hydrogène (bactéries syntrophes) et les bactéries 

acétogènes non syntrophes. Les bactéries syntrophes (Syntrophobacter ou Syntrophomonas) 

sont des micro-organismes incapables de dégrader les composés seuls. Ils ont besoin de 

l’aide d’autres micro-organismes non syntrophes participant à cette digestion anaérobie. Parmi 

les bactéries non syntrophes, on distingue le groupe des homoacétogènes du groupe des 

sulfato-réductrices. Par exemple, Clostridium (étudié lors de cette thèse) fait partie du groupe 

des homoacétogènes tandis que Desulfovibrio ou Desulfobacter appartiennent au groupe des 

sulfato-réductrices.  

 

I.1.1.4. Méthanogenèse 

La dernière étape biochimique de la digestion anaérobie est la méthanogenèse. Les 

bactéries impliquées dans cette étape font partie de la famille des archées (Figure 7).  

 

 

Figure 7. Arbre phylogénétique montrant les bactéries, les archées et les eucaryotes (15). 

 

Les archées méthanogènes sont constituées d’un groupe hydrogénotrophe et d’un 

groupe acétotrophe, ce qui permet la production de méthane à partir de deux voies 

métaboliques. La voie hydrogénotrophe utilise l’hydrogène et le dioxyde de carbone pour 

former du méthane et de l’eau. Les archées participant à cette voie sont principalement des 

bactéries du genre Methanobacterium ou Methanogenium. Enfin, la voie acétotrophe, permise 

par les bactéries du genre Methanosaeta et Methanosarcina, produit du méthane et du dioxyde 

de carbone à partir d’acide acétique.  
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Figure 8. Schéma détaillé des principaux processus de dégradation de la matière organique (16). 

B1 = Bactéries hydrolytiques ; B2 = Bactéries acidogènes ; B3a = Bactéries acétogènes 
productrices obligées d’hydrogène (APOH) ; B3b = Bactéries homoacétogènes ; B4a = Bactéries 
méthanogènes hydrogénotrophes ; B4b = Bactéries méthanogènes acétotrophes ; B5 = Bactéries 

sulfato-réductrices ; B6 = Bactéries dénitrificatrices. 

 

La méthanisation dure en moyenne 30 jours à 37°C. Ce temps de séjour doit être 

respecté afin de garantir les conditions optimales pour produire du biogaz à partir de la 

dégradation des matières organiques par les bactéries (17). 

 

Lorsque ce temps est trop court, on parle de lessivage bactérien et la production de 

biogaz diminue. Lorsqu’il est trop long, il peut également entraîner une inhibition de la 

production de biogaz par accumulation d’éléments chimiques (ammonium par exemple) 

inhibiteurs du développement des micro-organismes (17). 
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Les produits de la méthanisation :  

 

Le biogaz est constitué en majorité de dioxyde de carbone (25 à 50%) et de méthane 

(45 à 85%) (EBA). Il peut être valorisé de plusieurs façons (18) :  

- en servant de carburant pour les véhicules roulant au GNV (Gaz Naturel pour Véhicules) 

- en injection directe dans le réseau de gaz 

- en cogénération permettant la production de chaleur et d’électricité. 

 

Le digestat, résidu solide-liquide (siccité variable) de la méthanisation, est composé 

de matière organique non dégradée en condition anaérobie comme les composés azotés, ou 

des résidus de matière végétale comme la lignine, de matières minérales (potassium (K), 

phosphore (P) notamment) et d’eau. Il peut donc sous certaines conditions (19,20) retourner 

au sol pour la fertilisation des terres agricoles (cercle vertueux). Le digestat possède une 

valeur fertilisante et une valeur amendante (21). La valeur amendante se définit comme la 

capacité du digestat à augmenter la teneur en matière organique des sols afin d’améliorer son 

bio fonctionnement. La valeur fertilisante du digestat est basée sur la concentration en 

éléments nutritifs de ce dernier. Trois éléments sont principalement intéressants pour les 

cultures agricoles : l’azote, le phosphore et le potassium ou NPK. De manière schématique, 

on considère que la fraction stable de la matière organique correspond à la valeur amendante 

tandis que la fraction facilement biodégradable ou biodisponible correspond à la valeur 

fertilisante du digestat. Le digestat épandu sur les terres agricoles doit présenter une certaine 

qualité agronomique mais également démontrer une innocuité au niveau microbiologique 

(19,20). 

 

I.1.2. Les différents types de mise en œuvre de la méthanisation 

 

• La température : le processus de digestion anaérobie peut se dérouler à différentes 

températures et jouer un rôle important sur l’hygiénisation des digestats (cf chapitre 

I.2.2). La température du digesteur influence également les étapes biochimiques de la 

méthanisation. Le Tableau 1 ci-dessous présente les principales différences entre une 

méthanisation en régime mésophile (20 à 45°C) et une méthanisation en régime 

thermophile (supérieur à 45°C). 
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Tableau 1. Différences entre une méthanisation en condition mésophile et une méthanisation en 

condition thermophile (18). 

 
Régime de méthanisation 

Mésophile (20 à 45°C) Thermophile (> 45°C) 

Caractéristiques 

La plus couramment utilisée 

Biologie plus stable 

20% de la chaleur 

autoconsommée 

Temps de séjour plus court 

Biologie plus difficile à maîtriser 

35% de la chaleur autoconsommée 

Meilleure dégradation des chaînes 

carbonées 

Risque d’inhibition à l’ammonium plus 

important 

 

 

• La teneur en matière sèche dans le digesteur. Il existe deux procédés de 

méthanisation différents afin de produire du biogaz et du digestat à partir de déchets 

agricoles : la méthanisation par voie sèche ou la méthanisation par voie humide. Le 

type de méthanisation est sélectionné en fonction du pourcentage de matière sèche 

des déchets à méthaniser. Lorsque la teneur en matière sèche est inférieure à 20%, 

on parle de digestion anaérobie par voie humide. A l’inverse, lorsque cette teneur est 

comprise entre 20 et 40%, on parle de méthanisation par voie sèche. Le tableau 2 ci-

dessous résume les types de pré-traitements, d’agitations et post-traitements 

employés en fonction de la voie de digestion anaérobie utilisée. 

 

 

Tableau 2. Comparaison des procédés employés pour les voies sèche et humide de la méthanisation 

(13). 

 
Type de méthanisation 

Voie sèche Voie humide 

Mode de conduite  Discontinu Infiniment mélangé 

Pré-traitement Criblage à 40 mm Mécanique et/ou thermique 

Type d’agitation 

3 possibilités : agitation 

mécanique/recirculation du 

biogaz/recirculation du 

digestat 

Agitation mécanique 

Post-traitement Absent 

Déshydratation du digestat 

et réinjection de l’eau dans 

le réacteur 
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Par ailleurs, l’apport en intrants lors de la méthanisation par voie sèche est séquencé. 

On parle donc de voie discontinue. A l’inverse, la voie humide est dite infiniment mélangée car 

l’apport en intrants est continu et la production de biogaz linéaire (13).  

Si le procédé de digestion anaérobie est réalisé en voie humide (< 20 % de matière 

sèche), le digestat (inodore et partiellement hygiénisé) peut subir un traitement de séparation 

de phase liquide/solide conduisant à une fraction solide riche en matière organique et en 

élément phosphaté qui se gère comme un amendement et une fraction liquide contenant de 

l’azote ammoniacal et peu de matière organique, utilisable comme engrais liquide en 

remplacement des engrais minéraux azotés.  

 

I.1.3. Réglementation, gisement et caractérisation des intrants pour la méthanisation 

agricole 

 

Différents types de déchets peuvent être méthanisés et sont appelés intrants : les 

déchets issus d’industries agro-alimentaires, les déchets des collectivités, les boues issues du 

traitement des eaux usées et les déchets agricoles (22) (Figure 9). Ils peuvent être solides ou 

liquides. Le procédé de méthanisation est alors adapté à la siccité du mélange.  

 

• Les déchets issus d’industries agro-alimentaires sont principalement les effluents issus 

de l’industrie de transformation : les graisses agro-industrielles, les eaux usées 

d’abattoir, le lactosérum, les eaux de lavage des machines de production en agro-

alimentaire… sont les principaux intrants déchets destinés à la digestion anaérobie.  

• Les déchets méthanisables des collectivités sont divers et variés. Il est possible de 

méthaniser des déchets d’entretien d’espaces verts mais aussi des déchets de cuisine 

collective.  

• Les boues et graisses de stations d’épuration sont des matières pouvant entrer dans 

un processus de méthanisation. 

• Les déchets agricoles de type déjection animale ou déchets de cultures.  

 

I.1.3.1. Règlementation des intrants de type sous-produits animaux destinés à être 

méthanisés 

 

La digestion anaérobie conduit à la production de biogaz, ce qui peut potentiellement 

représenter un risque. C’est pourquoi, en France, les unités de méthanisation agricoles sont 

soumises à la réglementation des ICPE (Installations Classées pour la Protection de 

l'Environnement) (23). En fonction de leurs caractéristiques, les projets d'unité de 

méthanisation sont soumis à déclaration, enregistrement ou à autorisation au titre de la 

règlementation des ICPE. Ils peuvent être soumis à une évaluation environnementale établie 

par l’autorité environnementale indépendante au projet de méthaniseur. 

 

Toutes les matières organiques ne peuvent pas être destinées à la digestion anaérobie. 

Elles peuvent renfermer un grand nombre d’agents pathogènes responsables de graves 

maladies pour l’Homme et l’animal. C’est pourquoi des procédures d’hygiénisation sont 

exigées sur certains intrants avant méthanisation. Les intrants les plus souvent employés pour 
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la digestion anaérobie agricole sont les sous-produits animaux ou SPAN. Un SPAN est défini 

comme un cadavre entier ou partie d’animaux, produit d’origine animale ou d’autres produits 

obtenus à partir d’animaux n’étant pas destinés à la consommation humaine y compris les 

ovocytes, les embryons et le sperme. Il existe trois catégories de SPAN (C1, C2, C3) (Tableau 

3) et seules les catégories 2 et 3 peuvent être méthanisées (24). 

 

✓ La catégorie 1 est constituée de cadavres d’animaux entiers ou parties de cadavres 

malades. Les cadavres d’animaux de zoo, de cirque, familiers, ayant subi des 

expérimentations en laboratoire sont une partie de la catégorie 1. Les déchets de 

cuisine et de table provenant de moyens de transport internationaux sont aussi dans 

cette catégorie 1. Tout sous-produit de catégorie 2 ou 3 mélangé avec un sous-produit 

de catégorie 1 est considéré comme un sous-produit C1.  

 

✓ La catégorie 2 renferme le lisier et le contenu du tube digestif des animaux ainsi que 

l’ensemble des sous-produits non classés dans les catégories 1 et 3.  

 

✓ La catégorie 3 est constituée des carcasses ou parties d’animaux propres à la 

consommation ayant été abattus dans un abattoir ou lors de la chasse mais non 

consommés ou commercialisés (sang non contaminé, plumes, têtes de volaille, cuirs, 

peaux etc) ainsi que les déchets de table (exceptés ceux de la catégorie 1). 

 

✓ Les catégories 2 et 3 pouvant être méthanisées doivent subir un pré-traitement avant 

d’être introduites dans le digesteur. Les SPAN de la catégorie 2 doivent être stérilisés 

sous pression : ces sous-produits sont chauffés à 133°C durant 20 minutes à une 

pression supérieure ou égale à 3 bars. Par ailleurs, leur taille doit être inférieure ou 

égale à 5 cm. Les SPAN de la catégorie 3 doivent être « pasteurisés » : ces sous-

produits sont chauffés à 70°C durant 1 heure. Par ailleurs, leur taille doit être inférieure 

ou égale à 1,2 cm. Cependant, certaines dérogations peuvent être accordées à des 

exploitants employant certaines matières de catégorie 2 et 3 (24). 
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Tableau 3. Classification et traitement des sous-produits animaux avant méthanisation (25). 

Catégorie de SPAN C1 C2 C3 

Contenu 

Cadavres d’animaux 

entiers ou partiels de 

zoo, de cirques, 

familiers ou de 

laboratoire 

 

Déchets de cuisine 

et de table de 

transports 

internationaux 

 

Tous les sous-

produits C2 ou C3 

mélangés avec des 

C1 

Lisier 

 

Contenu du tube 

digestif des animaux 

 

Tous les sous-

produits non classés 

en C1 et C3 

Carcasses ou 

parties d’animaux 

propres à la 

consommation 

 

Autres déchets de 

cuisine et de table 

 

Matières d’industrie 

agro-alimentaire 

Traitement avant 

méthanisation 

Interdit en digestion 

anaérobie 

Stérilisation sous 

pression 
Pasteurisation 

 

 

I.1.3.2. Gisement des intrants spécifiques à la digestion anaérobie agricole 
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Figure 9. Mise en œuvre de la méthanisation (26). 

 

En 2030, le gisement mobilisable pour la méthanisation s’élèverait à 130 millions de 

tonnes de matière brute correspondant à 56 TWh en production de biogaz. Ces matières 

brutes seraient issues à 90% du monde agricole (27). En outre, un projet de méthaniseur est 

considéré comme une méthanisation agricole lorsque les intrants proviennent à plus de 50% 

d’installations agricoles (10). Lors de la digestion anaérobie agricole, les principaux déchets 

agricoles pouvant être méthanisés sont les effluents d’élevage ainsi que les matières 

végétales (22) : 

• Parmi les effluents d’élevage, il est possible de méthaniser des déjections d’animaux 

à la ferme tels que les bovins et porcins. Le lisier est constitué uniquement de 

déjections animales tandis que le fumier est un mélange de paille et de déjections 

animales. Les fientes de volailles peuvent également être méthanisées. 

• Les principales matières végétales sont les résidus de culture. Parmi ces résidus, les 

pailles et céréales d’exploitations agricoles sont couramment utilisées. D’autres résidus 

de culture peuvent être digérés. Les pulpes de pommes de terre, de betterave, le marc 

de raisin sont des exemples de résidus méthanisables. 

 

Très important : les cultures principales dédiées à la méthanisation sont limitées en France 

à 15% du total des apports du tonnage brut total des intrants par année civile (28). Ainsi, pour 

respecter cette règle et donc limiter le recours aux cultures énergétiques dédiées, l'introduction 

de cultures intermédiaires à vocation énergétique ou CIVE (vesce, avoine, phacélie, pois 

fourrager, seigle, trèfle, moutarde...) est très intéressante et présente aussi des intérêts 

environnementaux (limitation du lessivage des nitrates, structuration du sol, lutte contre les 

adventices, prophylaxie et préservation des espèces pollinisatrices...).  
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→Il existe un consensus dans la littérature : la valorisation des déchets agricoles par 

méthanisation est à privilégier car ils sont facilement méthanisables. L’ensemble des 

matières organiques peuvent être digérées de façon anaérobie à l’exception du bois car celui-

ci est trop ligneux (29). Les déjections animales apportent une charge bactérienne importante 

nécessaire au processus de digestion. Les résidus de culture sont des déchets avec un fort 

taux de matières sèches servant de support aux micro-organismes et ainsi favorisant la 

méthanisation (18). De plus, cette valorisation par méthanisation doit se réaliser, dans l’idéal, 

à proximité des parcelles d’où proviennent les déchets. La présence d’un digesteur anaérobie 

proche des intrants destinés à la méthanisation est nécessaire afin de limiter les coûts 

économiques et écologiques. Les coûts de transport (fonction du type d’approvisionnement, 

du mode de transport et des distances parcourues) peuvent être particulièrement élevés 

(jusqu’à 300 000 euros par an) (30) . De plus, le cercle vertueux permis par la digestion 

anaérobie n’aurait plus lieu d’être si le digesteur se situe à des centaines de kilomètres de la 

biomasse agricole entraînant une pollution importante due au transport de ces déchets. 

 

→Nécessité de l’utilisation de co-substrat pour améliorer le rendement de production 

de biogaz. Les déchets agricoles présentent un potentiel méthanogène faible. Il est donc 

intéressant de réaliser une digestion anaérobie des fumiers par exemple avec d’autres déchets 

appelés co-substrats (31). Ces derniers sont issus des déchets de l’industrie agro-alimentaires 

et/ou des collectivités et leur potentiel méthanogène est plus important. La réussite de la co-

méthanisation dépend d’une alimentation résultant d’un mélange équilibré et constants 

d’intrants de natures différentes (14). L’équilibre du mélange consiste notamment à fixer la 

charge organique et le taux de matières sèches. Les intrants de la méthanisation agricole sont 

composés de matières minérales, organiques et d’eau (Tableau 4). 

 

 

Tableau 4. Caractéristiques des déchets issus des activités agricoles (14). 

Substrats Matière sèche (%) 
Matière volatile / Matière 

sèche (%) 

Fumier bovin 25 à 40 70 

Lisier bovin 5 à 12 75 à 85 

Lisier porcin 3 à 8 70 à 80 

Fientes de volailles 10 à 30 70 à 80 

Paille 70 90 

 

 

I.1.3.3. Caractérisation des intrants 

 

Seule la matière organique biodégradable permet la production de biogaz. Par ailleurs, 

le potentiel méthanogène sera différent suivant le type de matière organique. Les glucides 

entraînent une faible production de biogaz associées à un taux de méthane moyen (50% du 

biogaz est constitué de méthane). Les protéines engendrent une forte production de biogaz 

associée à un taux de méthane très important (75% du biogaz). Enfin, les graisses permettent 

une forte production de biogaz associée à un taux de méthane important (70% du biogaz) (29).  
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• Cas du fumier bovin :  

Le fumier bovin est l’un des principaux intrants de la méthanisation à la ferme (plus de 

40% introduit dans le méthaniseur utilisé dans le cadre de nos expérimentations). Le fumier 

est un mélange des excréments des animaux et de leur litière usagée (généralement de la 

paille). Ce mélange donne au fumier une particularité intéressante, celle d'être à la fois un 

amendement (amélioration de la consistance de la terre) et un engrais (apport de nutriments 

aux végétaux). 

 

La qualité du fumier destiné à être méthanisé peut être influencée par divers paramètres : 

 

- Le cheptel et le logement des animaux (niveau de paillage) 

Le fumier peut être divisé en 4 catégories (32) en fonction de son niveau de paillage et ainsi 

de sa teneur en matière sèche (MS) : 

- le lisier (teneur en MS < 6,5%) 

- le fumier mou (teneur en MS comprise entre 6,5 et 18%) 

- le fumier compact (teneur en MS comprise entre 18 et 25%) 

- le fumier très compact (teneur en MS supérieure à 25%) 

 

Plus le fumier est compact, plus le potentiel méthanogène est important car les teneurs en MS 

et matière organique sont importantes et disponibles pour la dégradabilité de ces dernières au 

sein du digesteur anaérobie (32). 

 

- Le mode et la durée du stockage du fumier avant digestion anaérobie 

 Le stockage du fumier influence également le potentiel méthanogène du fumier (33). 

Ainsi, le stockage « aérobie » en tas ou en fosse va diminuer le potentiel méthanogène du 

fumier. Une autre méthode de stockage, comme l’ensilage, paraît plus adapté pour la 

préservation du potentiel méthanogène. L’ensilage consiste à conserver le fumier en silo sous 

conditions humides permettant de maintenir des conditions anaérobies et acides. Enfin le co-

ensilage associé à un co-substrat tel que le glucose ou l’amidon serait la technique de 

stockage la plus appropriée afin de limiter la perte de potentiel méthanogène du fumier (33). 

Le fumier possède une structure complexe qui va impacter le processus de digestion 

anaérobie décrit précédemment mais aussi l’effet des pré-traitements. 

 

 

 

 

Pour appliquer des procédés d’hygiénisation et évaluer leur impact, il sera donc très 

important de travailler en culture pure mais aussi et surtout sur les matrices 

complexes que constituent les intrants.  

 

 

 

 



Delmon Cédric | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  37 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

I.1.4. Les digestats agricoles : réglementation et valeur agronomique 

I.1.4.1. Retour au sol des digestats et réglementation 

 

Le digestat possède des propriétés amendantes et fertilisantes importantes. Le retour 

au sol de ce résidu est une opportunité pour les exploitants agricoles. On distingue sur le plan 

réglementaire deux types de logiques de retour au sol. Le digestat est soit considéré comme 

un « déchet » soit comme un « produit ».  

• Selon la logique « déchet » il pourra être valorisé par épandage avec, bien sûr, la 

nécessité de réaliser un plan d’épandage.  

• Une homologation ou une normalisation de ce digestat sera nécessaire si l’exploitant 

souhaite que ce résidu soit considéré comme un « produit ». La sortie du statut de 

déchet du digestat vers un statut de produit permettra de le considérer comme un 

résidu commercialisable et donc économiquement plus intéressant.  

 

I.1.4.1.1. Digestat en logique « déchet » 

 

A la sortie d’un méthaniseur agricole, si le digestat est considéré comme un déchet, il 

peut être valorisé selon un plan d’épandage. Ce digestat est uniquement destiné à des sols 

agricoles. Ces sols ne doivent pas être détrempés ou inondés. Il doit être épandu à au moins 

500 mètres de zones piscicoles et 200 mètres de lieux de baignade ou de plages (34). En 

outre, la technique d’épandage doit permettre de limiter les émissions d’ammoniac dans 

l’atmosphère. Le plan d’épandage est dépendant du régime ICPE dont fait partie le 

méthaniseur. Hormis les directives citées ci-dessus, les exigences en termes de 

concentrations maximales en micro-organismes seront différentes entre un méthaniseur 

soumis à déclaration, enregistrement ou autorisation. 

I.1.4.1.1.1. Installation soumise à déclaration 

 

Lorsque le méthaniseur est soumis à déclaration (quantité de matières traitées 

inférieures à 30 t/j), l’épandage du digestat doit suivre les directives de l’arrêté du 10 novembre 

2009 (19). Un plan d’épandage doit être établi. Une étude préalable est parfois nécessaire 

lorsque l’installation n’a pas mentionné d’épandage dans son plan d’exploitation. Le régime de 

déclaration, ne fait mention d’aucune obligation de mesure du contenu microbiologique ( i.e. 

micro-organismes pathogènes).  

 

I.1.4.1.1.2. Installation soumise à enregistrement 

 

L’épandage du digestat issu d’installations soumises à enregistrement (quantité de 

matières traitées supérieure ou égale à 30 t/j mais inférieure à 100 t/j) est régi par l’arrêté du 

12 août 2010 (20). Des analyses microbiologiques du digestat sont nécessaires (Tableau 5). 
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Tableau 5. Micro-organismes recherchés dans le digestat issu d’une installation soumise à 

enregistrement (20) 

Légende : NPP : Nombre le Plus Probable ; NPPUC : Nombre le Plus Probable d’Unités Cytopathogènes 

Micro-organismes Valeur limite (pour 10 g de matière 

sèche) 

Salmonella sp. 8 NPP 

Enterovirus 3 NPPUC 

Œufs d’helminthes 3 

 

La réglementation est ainsi plus limitative que pour les installations soumises à 

déclaration en terme de réglementation sur le contenu microbiologique.  

 

Des dispositions communes relatives à l’épandage existent entre les installations soumises à 

déclaration et celles à enregistrement. Il est interdit d’épandre sur des sols gelés ou enneigés. 

Les cultures maraîchères, fruitières, fourragères et les herbages sont des terres où le digestat 

(issu d’installations soumises à déclaration ou enregistrement) ne peut être épandu. De plus, 

le digestat liquide est interdit d’épandage sur des sols à forte pente (supérieur à 7%) afin 

d’éviter le ruissellement vers les cours d’eau. Cet épandage doit par ailleurs être réalisé à une 

distance minimale de 50 mètres d’un point d’eau potable et à 35 mètres de plans d’eau ou 

cours d’eau. 

 

I.1.4.1.1.3. Installation soumise à autorisation 

 

Les règles d’épandage du digestat, lorsque le méthaniseur est soumis au régime 

d’autorisation (quantité de matières traitées supérieure ou égale à 100 t/j), sont mentionnées 

dans l’arrêté du 10 novembre 2009 (19). Cet arrêté, n’a pas les mêmes exigences. Il renvoie 

à l’arrêté du 2 février 1998 (35) pour les conditions d’épandage.  

 

Le digestat doit toujours démontrer une innocuité sur la santé humaine et animale mais 

les agents pathogènes recherchés ne sont pas mentionnés. En effet, l’analyse microbiologique 

est dépendante de chaque installation. Une étude doit ainsi démontrer l’innocuité en 

mentionnant les pathogènes recherchés (et leurs valeurs-limites) dans l’arrêté d’autorisation. 

Si le digestat respecte toutes ces dispositions, il peut ainsi être épandu sur des cultures 

fourragères ou des herbages 3 semaines avant la récolte ou la remise à l’herbe des animaux. 

Il ne peut cependant pas être épandu sur des cultures maraîchères pendant la période de 

végétation. Son épandage est autorisé sur des cultures maraîchères ou fruitières susceptibles 

d’être consommées crues 10 mois avant la récolte ou pendant la récolte si l’absence de risque 

pathogène est démontrée. De plus, l’épandage doit être effectué à distance des cours d’eau 

et des points d’eau destinés à la consommation. Une distance minimale de 35 mètres est 

requise si la pente du sol est inférieure à 7%. Si la pente est supérieure à cette valeur, la 

distance minimale d’épandage est de 100 mètres. Par ailleurs, l’épandage de déchets solides 

soumis à autorisation n’est pas autorisé sur des sols enneigés ou gelés. Enfin, la technique 

d’épandage doit limiter les émissions atmosphériques d’ammoniac. 
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Le digestat en logique « déchet » nécessite un plan d’épandage avec des directives 

parfois contraignantes. Si l’exploitant décide de conserver le statut de déchet pour son 

digestat, il n’obtiendra pas ou peu de bénéfice pécunier avec celui-ci. La majorité des 

installations de méthanisation sont des dispositifs nécessitant un investissement 

économique important. C’est pourquoi il serait plus intéressant d’obtenir un digestat 

ayant le statut de produit. Toutefois, des règles encore plus strictes doivent être 

respectées pour que le digestat soit dans une logique « produit ». La nécessité de la 

démonstration de l’innocuité est accrue et constitue souvent un point de blocage. D’où 

la nécessité de travailler à la mise en œuvre de technologies permettant une 

hygiénisation des digestats. 

 

I.1.4.1.2. Digestat en logique « produit » 

 

Le digestat agricole peut être considéré comme un produit de deux manières 

différentes. Il peut soit être considéré comme un amendement organique à condition de 

respecter les critères de la norme NFU-44-051 (36) soit être homologué par l’ANSES afin de 

faire partie de la famille des matières fertilisantes et supports de culture. 

 

I.1.4.1.2.1. Critères pour que le digestat soit considéré comme un amendement 

organique en logique produit 

 

1) Compostage : le digestat agricole peut intégrer la catégorie des amendements 

organiques à condition qu’il subisse un compostage dès la sortie du méthaniseur. 

Le compostage est un traitement aérobie permettant une hygiénisation de la 

matière grâce à des processus de décomposition et de transformation menés par 

des populations microbiennes (37). Ces dernières entraînent une augmentation 

transitoire de la température, une homogénéisation avec perte de masse de la 

matière compostée. Ce produit final est appelé « compost » s’il respecte les critères 

de la norme NFU 44-051 (36). Il peut alors être vendu comme n’importe quel 

amendement organique à condition de respecter des valeurs-limites en agents 

pathogènes.  

 

2) Teneurs limites en micro-organismes : des valeurs limites s’appliquent afin 

d’assurer une innocuité sanitaire (Tableau 6). La teneur en Salmonella sp. diffère 

en fonction du type de culture amendé : 

- Absence de Salmonella dans 25 grammes de digestat : si l’amendement organique 

est destiné à des cultures maraîchères. 

- Absence de Salmonella dans 1 gramme de digestat : si ce dernier est destiné à tout 

autre type de culture. 
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Tableau 6. Valeurs limites de la concentration en micro-organismes présents dans les amendements 

organiques (36). 

 

Une autre voie est possible pour le digestat agricole afin d’accéder au statut de produit. 

Il s’agit de l’homologation afin que celui-ci fasse partie de la famille des matières fertilisantes 

et supports de culture ou MFSC. 

 

I.1.4.1.2.2. Procédure d’homologation : Critères pour que le digestat soit considéré 

comme une matière fertilisante 

 

Une procédure stricte est nécessaire pour que le digestat soit considéré comme une 

matière fertilisante. Ainsi, il doit obtenir une autorisation de mise sur le marché ou AMM. Cette 

AMM est délivrée par l’ANSES (Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de l’Alimentation, de 

l’Environnement et du Travail). Pour cela, l’exploitant désirant que le digestat soit considéré 

comme une MFSC doit présenter un dossier auprès de l’ANSES démontrant que son digestat 

peut rentrer dans la famille des MFSC au vu des réponses apportées aux directives 

demandées par l’ANSES (38). Parmi les recommandations exigées par l’organisme national, 

il est demandé de respecter des critères d’innocuité sanitaire. Des concentrations maximales 

en micro-organismes sont fixées (Tableau 7). Ces micro-organismes peuvent être pathogènes 

pour l’homme et les animaux. Il est donc important de respecter ces seuils. En 2014 (39), un 

digestat n’a pas pu obtenir l’homologation à cause d’une concentration trop élevée en 

Clostridium perfringens. Ce qui montre bien à quel point la présence de ce micro-

organisme pose problème pour la valorisation des digestats.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Micro-organismes 

Amendement destiné à 

toutes les cultures (sauf 

cultures maraîchères) 

Amendement destiné aux 

cultures maraîchères 

Salmonella sp. Absence dans 1 g Absence dans 25 g 

Œufs d’helminthes Absence dans 1,5 g 

Escherichia coli 102 par gramme de matière brute 

Entérocoques 104 par gramme de matière brute 
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Tableau 7. Concentrations maximales en micro-organismes recommandées par l’ANSES dans des 

MFSC (38) 

n = nombre d’échantillons à analyser ; m = valeur-seuil pour le nombre de bactéries ; M = valeur maximale du 

nombre de bactéries ; c = nombre d’échantillons pouvant se situer entre m et M 

 

I.1.4.1.2.3. Valeurs agronomiques des digestats 

 

Comme indiqué au chapitre I.1.4.1, les digestats présentent, à la fois, des valeurs 

amendantes et fertilisantes. On parle de digestats au pluriel car les valeurs agronomiques des 

digestats sont influencées par différents facteurs (3) :  

- le type d’intrants introduit dans le digesteur anaérobie, 

- le procédé de méthanisation employé, 

- les post-traitements appliqués sur ces digestats. 

 

La valeur fertilisante des digestats sera plus importante si des déjections animales sont 

introduites dans le méthaniseur. A l’inverse, les biodéchets de type « déchets verts » 

présentent une valeur fertilisante moins importante (18).  

 

Les digestats issus d’une méthanisation en voie sèche présentent une valeur 

fertilisante plus importante que les méthaniseurs utilisant le procédé en voie humide. A 

l’inverse, leurs valeurs amendantes seront moins importantes (3). 

 

Le post-traitement couramment appliqué au digestat lors d’une méthanisation en voie 

humide est la séparation de phase : ce procédé permet d’obtenir une fraction solide servant 

 Cultures 

Micro-organismes 
Grandes 

cultures 

Arboriculture 

Viticulture 

Petits fruits 

Gazons 

Prairies 

Sylviculture 

Pépinières 

ornementales 

Cultures 

florales 

Légumes 

Fraises 

Entérocoques <104/g <100/g 

Escherichia coli <103/g <100/g 

Clostridium 

perfringens 

(formes 

végétatives et 

sporulées) 

m = 100 

M = 1 000 

n = 3 

c = 1 

m = 10 

M = 100 

n = 3 

c = 1 

m = 100 

M = 1 000 

n = 3 

c = 1 

m = 10 

M = 100 

n = 3 

c = 1 

Salmonella Absence dans 1 g 
Absence 

dans 25 g 

Listeria 

monocytogenes 
  

Absence 

dans 25 g 

(prairies) 

 Absence dans 25 g 

Staphylococcus 

aureus ou à 

coagulase + 

<10/g 

Œufs ou larves de 

nématodes 
Absence dans 1 g Absence dans 25 g 
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d’amendement organique et une fraction liquide servant d’engrais azoté (riche en azote 

minéral) (40). Cette séparation de phase a peu d’influence sur la teneur en phosphore tandis 

qu’elle concentre l’azote et le potassium au sein de la fraction liquide (Tableau 8). 

 

 

Tableau 8. Teneur en éléments fertilisants au sein de digestats issus du monde agricole (40). 

 Digestat brut Digestat solide Digestat liquide 

Teneur en azote N 

(g/kg MS) 
65,20 20,56 52,43 

Teneur en 

pentoxyde de 

phosphore P2O5 

(g/kg MS) 

28,36 16,57 19,73 

Teneur en oxyde 

de potassium K2O 

(g/kg MS) 

69,92 14,56 48,30 

 

Les digestats possèdent donc des valeurs agronomiques intéressantes (Tableau 8). Ils 

présentent également une teneur en agents pathogènes moins importante que des substrats 

« bruts » directement épandus sur des terres agricoles (Tableau 9). En effet, le processus de 

digestion anaérobie permet une diminution de la concentration en agents pathogènes et la 

qualité sanitaire des digestats est ainsi plus importante que des déchets agricoles utilisés 

directement en engrais (40). Le Tableau 9 ci-dessous présente les différences de 

concentrations en agents pathogènes (en log d’UFC par gramme de matière fraîche (MF)) 

dans du fumier frais ou méthanisé. Le fumier méthanisé présente une concentration amoindrie 

en agents pathogènes (effet hygiénisant) et démontre tout l’intérêt de la digestion anaérobie 

pour obtenir un digestat avec des qualités sanitaires et agronomiques importantes. 

 

 

Tableau 9. Concentrations en Escherichia coli, Enterococcus sp., Clostridium perfringens dans du 

fumier frais et méthanisé (adapté de (41,42)). 

Concentration micro-organismes  

(log UFC/g de MF) 
Fumier frais 

Fumier méthanisé 

= « digestat » 

Escherichia coli 5 logs 1,9 logs 

Enterococcus sp. 4,6 logs 4,6 logs 

Clostridium perfringens 4 logs 2,65 logs 

 

 

I.1.4.1.3. Evolutions réglementaires pour les digestats 

 

 La valorisation des digestats soit à travers la logique « déchet » ou la logique 

« produit » est un point crucial pour assurer la pérennité de la filière. Cependant, la 

réglementation sur la valorisation du digestat de méthanisation agricole a été amenée à 

évoluer dans les derniers mois (23). Ces textes ont pour objectif de mieux préciser les 
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éléments nécessaires à l’homologation des digestats, ce qui à terme permettrait à certains 

exploitants de sortir le digestat de la logique déchet et de le vendre comme un fertilisant. Cette 

démarche va inévitablement s’accompagner d’une réglementation plus précise et plus stricte 

sur certains paramètres de ce résidu solide-liquide de méthanisation (notamment les micro-

organismes pathogènes). Depuis 2017 en France (43) et 2019 en Europe (44), des textes de 

lois permettent une valorisation agricole plus simple du digestat. Le digestat agricole n’est ainsi 

plus soumis à un plan d’épandage s’il respecte le cahier des charges fixé dans l’arrêté (45). 

De plus, toujours en respectant ce cahier des charges, il pourra être considéré comme une 

matière fertilisante sans effectuer la procédure d’autorisation de mise sur le marché. Ce cahier 

des charges vise à harmoniser et simplifier les règles d’innocuité des matières fertilisantes 

(Figure 10).  

 

 

Figure 10. Valorisation du digestat en France (46). 

 

Cependant, le digestat est soumis à l’obtention d’un agrément sanitaire délivré par la 

préfecture. L’exploitant doit suivre une procédure de type HACCP afin d’identifier tout risque 

sanitaire et les éviter. Des autocontrôles doivent être effectués afin de respecter les critères 

d’innocuité mentionnés dans l’arrêté français du 13 juin 2017 (43). Ces critères concernent 

notamment la teneur maximale en agents pathogènes (Tableau 10). Par ailleurs, l’emploi de 

ce digestat est soumis à d’autres conditions. Il est considéré comme une matière fertilisante 

mais ne peut être mélangé à d’autres matières fertilisantes. Il est destiné à être utilisé sur des 

grandes cultures et des prairies. Les grandes cultures sont des cultures céréalières, 

oléagineuses, protéagineuses, de pommes de terre ou de betteraves sucrières. Les prairies 

sur lesquelles ce digestat est utilisé sont destinées à la fauche ou au pâturage. Il ne peut donc 

être utilisé sur des cultures maraîchères.  
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Tableau 10. Teneurs maximales en micro-organismes dans le digestat agricole destiné à être utilisé 

en tant que matière fertilisante en France (43). 

n = nombre d’échantillons à analyser ; m = valeur-seuil pour le nombre de bactéries ; M = valeur maximale du 

nombre de bactéries ; c = nombre d’échantillons pouvant se situer entre m et M 

Bactérie 

Quantité 

d’échantillon 

(en g) 

n m M c 

Escherichia coli 

ou 

Enterococcaceae 

1 5 1000 5000 1 

Salmonella sp. 25 5 0 0 0 

 

Cette procédure est complétée par une traçabilité stricte. Le digestat considéré comme 

une matière fertilisante doit être accompagné d’un étiquetage complet et précis mentionnant 

un grand nombre d’informations. 

 

Cette évolution réglementaire du digestat en France s’est accompagnée d’une 

évolution de la réglementation européenne. Ainsi, l’Europe adopta en juin 2019 un nouveau 

règlement sur les fertilisants (Figure 10). Dans ce texte, il est défini qu’un fertilisant européen 

doit répondre aux exigences d’une « PFC » ou catégorie fonctionnelle de produits et être 

constitué d’une ou plusieurs matières constitutives ou « CMC ». Il existe 7 familles de PFC et 

11 catégories de CMC. 

 

Le digestat agricole, au vu de ce règlement, fait partie de la famille des matières 

constitutives (CMC). Il n’est plus considéré comme un « déchet ». Pour pouvoir sortir de ce 

statut de déchet, le digestat doit répondre à un certain nombre de critères précisés par la 

réglementation européenne. Cette réglementation est plus restrictive que la réglementation 

française. En effet, concernant les critères microbiologiques, les agents pathogènes 

recherchés sont identiques à la législation française : Salmonella sp. et Escherichia coli ou 

Enterococcaceae. Les teneurs autorisées en Salmonella sp. sont identiques à la législation 

française. Cependant, elles diffèrent pour E. coli ou les Enterococcaceae. La valeur maximale 

autorisée est de 5000 UFC en France (1000 UFC pour la législation européenne). Concernant 

les éléments traces minéraux, les textes européens sont aussi plus exigeants que la 

réglementation française. Par exemple, la teneur maximale en plomb doit être de 120 mg/kg 

de matière sèche tandis qu’elle est de 180 mg/kg en France. La teneur en nickel ne doit pas 

dépasser 50 mg/kg selon la règlementation européenne alors que la limite est à 60 mg/kg 

selon la législation française. Le seul élément dont la teneur maximale exigée est plus faible 

dans la législation française que dans la législation européenne est l’arsenic. Sa concentration 

ne doit pas excéder 18 mg/kg selon la loi française tandis qu’un seuil de 40 mg/kg est retenu 

dans les textes européens. 

 

Cependant, cette réglementation européenne s’applique uniquement lorsque le 

digestat est destiné à être exporté vers un pays membre de l’Union Européenne. Si le digestat 

est destiné au marché national, seule la réglementation française est prise en compte. 
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I.2. Paramètres de la digestion anaérobie influençant le potentiel hygiénisant 

I.2.1. Micro-organismes indicateurs du potentiel hygiénisant de la digestion anaérobie 

 

L’essor et le développement continu de la digestion anaérobie nécessite une régulation 

de la charge en agents pathogènes dans les digestats dans la mesure où ceux-ci sont 

épandus. Même s’il est illusoire de penser que la concentration en micro-organismes peut être 

nulle à la sortie du digesteur en jouant simplement sur les paramètres de conduite, il est 

primordial de tendre vers cet idéal afin d’assurer l’innocuité sanitaire du digestat épandu sur 

les terres agricoles. Ceci permet ainsi de limiter la propagation éventuelle d’agents pathogènes 

dans l’environnement et de prévenir le développement de maladies graves voire 

potentiellement mortelles pour l’Homme et l’animal (47). Il est très difficile de suivre l’évolution 

de la concentration de tous les micro-organismes présents dans un digesteur. C’est pourquoi, 

lors des études microbiologiques, les chercheurs se limitent à un certain nombre de 

pathogènes appelés « micro-organismes indicateurs » (48). Ces agents sont les témoins de 

la vie microbienne dans les méthaniseurs et permettent de déterminer l’évolution des 

populations potentiellement infectieuses présentes dans le digestat. 

L’Union Européenne propose un certain nombre de critères afin de sélectionner les 

micro-organismes à étudier (49). Ces micro-organismes doivent être faciles à quantifier, 

identifier et confirmer. De plus, ils doivent être présents en grand nombre dans l’échantillon à 

caractériser. Enfin, un micro-organisme peut être considéré comme un indicateur lorsqu’il est 

aussi thermorésistant que les agents pathogènes qu’il sert à contrôler.  

Dans le domaine bactérien des digestats, Escherichia coli, les entérocoques et 

Clostridium perfringens répondent à ces critères. Ils permettent de renseigner de façon précise 

sur le caractère pathogène ou non du digestat qui sera épandu. Il est préférable de rechercher 

plusieurs micro-organismes pour permettre une étude microbiologique plus exhaustive. Cette 

standardisation des méthodes permet ainsi de comparer différents travaux de recherche sur 

une même base scientifique. Escherichia coli et les entérocoques sont des indicateurs de 

contamination fécale couramment étudiés lors de la digestion anaérobie agricole car présents 

en grand nombre au sein des intrants (47). Clostridium perfringens est une bactérie indicatrice 

de l’efficacité d’un traitement, thermorésistante et représentative d’un grand nombre d’agents 

pathogènes résistants. 

 

Lors de la digestion anaérobie, plusieurs paramètres influencent la survie des micro-

organismes pathogènes. Ces paramètres, appelés paramètres de conduite, sont :  

La température,  

Le temps de séjour,  

Le pH et les acides gras volatils. 
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I.2.2. Influence des paramètres de conduite des digesteurs sur l’hygiénisation des 

digestats 

 

La conduite du procédé de digestion anaérobie constitue donc un élément important 

de la qualité des digestats. En effet, certains paramètres de conduite ont des effets 

hygiénisants sur le digestat. L’influence de ces paramètres est reportée ci-après, elle est très 

importante car elle conditionne souvent le mode de mise en œuvre choisi.  

 

I.2.2.1. Effets de la température de conduite de la méthanisation sur les organismes 

indicateurs 

 

La température du méthaniseur constitue le paramètre majeur influant sur le potentiel 

hygiénisant de la digestion anaérobie. La méthanisation peut s’opérer à différentes 

températures (13). Trois régimes de température peuvent être utilisés lors de la digestion 

anaérobie agricole.  

 

A) La méthanisation psychrophile se déroule à une température inférieure à 20°C. Elle 

est très peu employée car les capacités de digestion anaérobie et la production de biogaz sont 

faibles à cette température. Le potentiel hygiénisant est notable : des études ont montré un 

abattement de 6 log de la concentration en coliformes totaux et de 3 log de la concentration 

en Salmonella. Toutefois, ce potentiel hygiénisant est obtenu après une digestion anaérobie 

psychrophile ayant duré 1 an (50). Par ailleurs, aucun effet sur les entérocoques ou des 

bactéries plus résistantes telles que Clostridium perfringens n’a pu être mis en évidence.  

 

B) La méthanisation mésophile s’effectue à des températures comprises entre 20 et 

45°C. En général, la température de travail est de 37°C. Cette température de méthanisation 

est la plus couramment utilisée car elle présente divers avantages. Elle permet une grande 

stabilité du processus de digestion anaérobie en termes de production quantitative et 

qualitative du digestat. De plus, cette gamme de température permet un bon compromis entre 

la dépense et la production d’énergie. Le potentiel hygiénisant de ce régime de digestion 

anaérobie est supérieur à celui d’une méthanisation psychrophile car les effets obtenus après 

plus de 365 jours en régime psychrophile sont obtenus en 40 jours environ avec un régime 

mésophile. Par ailleurs, un abattement de la concentration en entérocoques peut être observé 

en régime mésophile (inférieur à 2 logs) contrairement au régime psychrophile (51). 

 

C) On parle de méthanisation thermophile lorsque le digesteur est conduit à une 

température supérieure à 45°C. Ce régime de méthanisation permet une digestion anaérobie 

des intrants plus rapides (la phase d’hydrolyse est plus brève) mais avec une stabilité moindre 

du procédé et une énergie de chauffage plus importante que pour un digesteur mésophile. 

Cependant, le régime thermophile est celui présentant le potentiel hygiénisant le plus 

important (52,53). Les coliformes fécaux voient leur concentration diminuer de 2,5 logs en 

moyenne en régime mésophile tandis que l’abattement est supérieur à 5 logs lorsque la 

méthanisation s’opère en régime thermophile (52). Une grande partie des micro-organismes 

pathogènes (indicateurs de contamination fécale tels que E. coli et les entérocoques) sont 
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éliminés à cette température et une faible communauté microbienne peut survivre lors de la 

méthanisation thermophile.  

 

I.2.2.1.1. Escherichia coli 

 

Cette bactérie est un bacille Gram négatif, non sporulé et non capsulé (Figure 11), 

commensal du tube digestif de l’Homme et de l’animal. Elle est donc couramment présente 

dans les sous-produits animaux destinés à la digestion anaérobie agricole. Son métabolisme 

respiratoire aéro-anaérobie facultatif lui permet de résister dans l’environnement. Cette 

bactérie peut être responsable de diarrhées (ou autres infections intestinales) et d’infections 

urinaires voire de septicémies (infections extra-intestinales).  

 

 

Figure 11. Image de Escherichia coli (issu de https://www.cdc.gov). 

 

La concentration en E. coli sert d’indicateur de contamination fécale au sein de la 

matière organique. Il est un témoin du pouvoir hygiénisant de la digestion anaérobie lorsque 

sa concentration diminue. Les effets des conditions mésophiles et thermophiles sur cette 

bactérie ont été étudiés à l’échelle du laboratoire et en conditions réelles d’exploitation. Les 

résultats sont reportés dans le tableau 11 ci-dessous. Il convient de noter que la littérature en 

régime thermophile est cependant nettement moins abondante qu’en conditions mésophiles 

(moins d’installations). 
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Tableau 11. Effets de la digestion anaérobie sur l’abattement de la concentration en Escherichia coli. 

Analyses 
Régime de 

méthanisation 

Intrant et 

conditions 
Abattement Référence 

Laboratoire 

Mésophile 

Fumier bovin 

pendant 6 jours à 

37°C 

5 logs (42) 

Fumier bovin 

pendant 41 jours à 

37°C 

6 logs (54) 

Fumier bovin + 

digestat agricole 
2 logs (55) 

Fumier bovin + 

boues 

déshydratées 

7 logs (55) 

Thermophile 

Fumier bovin 40 

minutes à 55°C 
4 logs (42) 

Fumier bovin 4 logs (56) 

Fumier poulet + 

granulés de bois 

pendant 35 jours 

>5 logs (57) 

Boues brutes 8 logs (58) 

Sur site 

Mésophile 

Fumier bovin + 

céréales 
2 logs (47) 

Fumier bovin 3 logs (41) 

Lisier de porc + 

céréales 
Total (47) 

Thermophile 
Boues de STEP 6 logs (51) 

Boues de STEP 4 logs (59) 

 

 

L’influence de la température sur l’abattement de la concentration en agents 

pathogènes : la digestion anaérobie entraîne une diminution de la concentration en 

Escherichia coli. En laboratoire ou sur site, en conditions mésophiles, l’abattement 

semble fluctuer en fonction du substrat et de l’inoculum utilisés. En laboratoire ou sur 

site, en conditions thermophiles, l’abattement de la concentration en E. coli est très 

important. 

 

 

I.2.2.1.2. Entérocoques 

 

Les entérocoques sont des micro-organismes indicateurs de contamination fécale tout 

comme Escherichia coli. Cependant, ces cocci Gram positif en chaînette (Figure 12) résistent 

différemment lorsqu’ils sont soumis à divers stress dans l’environnement tels qu’une 

augmentation de température par exemple (42). Les effets des digestions mésophile et 
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thermophile sur les entérocoques au laboratoire et à l’échelle industrielle sont reportés dans 

le tableau 12 ci-dessous.  

 

 

Figure 12. Image d’entérocoques (issu de https://www.cdc.gov). 

 

Tableau 12. Effets de la digestion anaérobie sur l’abattement de la concentration en entérocoques. 

Analyses 
Régime de 

méthanisation 
Intrant Abattement Référence 

Laboratoire 

Mésophile 

Fumier bovin 3 logs (42) 

Fumier porcin + 

déchets 

alimentaires 

3 à 7 logs (55) 

Fumier porcin + 

déchets 

alimentaires 

2 logs (60) 

Thermophile 

Fumiers bovin + 

porcin 
4 logs (61) 

Fumier 2 logs (42) 

Sur site 
Mésophile 

Fumier bovin + 

déchets agricoles 
Aucun (41) 

Boues de STEP <2 logs (51) 

Thermophile Boues de STEP >4 logs (51) 

 

 

 

L’influence de la température sur l’abattement de la concentration en agents 

pathogènes : la digestion anaérobie entraîne une diminution de la concentration en 

entérocoques. En laboratoire, il n’est pas démontré une différence notable entre 

l’abattement observé à 37°C et celui observé à 55°C. Cependant, ce pouvoir hygiénisant 

est plus important en régime thermophile qu’en régime mésophile lors d’études sur site.  
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I.2.2.1.3. Clostridium perfringens 

 

Clostridium perfringens est une bactérie présente sous 2 formes dans 

l’environnement : la forme végétative, forme bactérienne qui permet sa multiplication en 

présence de nutriments. Lorsque les conditions environnementales deviennent instables 

(absence de nutriments par exemple) elle peut résister au sein de cet habitat hostile : les 

spores (forme de résistance sans possibilité de multiplication) (62). Les résultats obtenus sur 

les formes végétatives et les spores doivent être considérés séparément car la réponse 

apportée ne sera pas identique en fonction des formes de Clostridium présentes dans un 

milieu. Certaines études ne font pas la distinction entre les formes végétatives et sporulées de 

cette bactérie, on parle alors d’études sur les formes totales. 

 

Les effets de la digestion anaérobie mésophile et/ou thermophile sur Clostridium 

perfringens à l’échelle du laboratoire et à l’échelle industrielle sont reportés dans le tableau 13 

ci-dessous. 

 

Tableau 13. Effets de la digestion anaérobie sur l’abattement de la concentration en Clostridium 

perfringens. 

Analyses 
Régime de 

méthanisation 
Intrant Abattement Référence 

Laboratoire 

Mésophile 

Fumier bovin 
>1 log sur les 

formes totales 
(42) 

Boues 

d’épuration 

<1 log sur les 

spores 
(63) 

Thermophile 

Fumier bovin 
<1 log sur les 

formes totales 
(42) 

Boues 

d’épuration 

<1 log sur les 

spores 
(63) 

Sur site 

Mésophile 

Déchets agricoles 
1 log sur les 

formes totales 
(47) 

Fumier bovin 
Aucun sur les 

formes totales 
(41) 

Fumier 

<1 log sur les 

formes totales 

et les spores 

(64) 

Déchets agricoles 
Aucun sur les 

formes totales 
(65) 

Boues activées 

Aucun sur les 

formes totales 

et les spores 

(51,59,66) 

Thermophile 

Déchets agricoles 
Aucun sur les 

formes totales 
(65) 

Boues activées 

Aucun sur les 

formes totales 

et les spores 

(51,59,66) 
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La concentration de Clostridium perfringens, dans la majorité des études, n’a pas 

diminué grâce à la digestion anaérobie. Les expérimentations effectuées en laboratoire ou sur 

site ont démontré que les deux principaux régimes de méthanisation (mésophile et 

thermophile) n’ont que très peu d’effets sur Clostridium perfringens.  

 

Clostridium perfringens est déjà utilisée comme indicatrice de l’efficacité du traitement 

de l’eau (67). Aux Etats-Unis, elle fait partie de la liste des agents pathogènes à rechercher 

lors de la réutilisation de l’eau en cas d’usages non potables (68). Clostridium perfringens 

pourrait être utilisée comme témoin de l’efficacité d’un traitement hygiénisant tel que la 

digestion anaérobie. C’est une des bactéries présentes dans les intrants agricoles destinés à 

être méthanisés (64). Cette bactérie serait employée pour évaluer l’efficacité de ce processus 

car elle est facile à cultiver, présente en grand nombre et très résistante en formant des spores 

(69).  

 

Si la concentration de cette bactérie décroît au cours de la digestion anaérobie, on peut 

donc supposer que le pouvoir hygiénisant de la méthanisation est considérable (70). Ainsi, en 

Europe, des projets de loi envisageaient de dénombrer la concentration en spores de C. 

perfringens (71). Cette bactérie serait le témoin de la présence (ou l’absence) d’autres agents 

pathogènes aussi résistants tels que Giardia sp. ou Cryptosporidium sp. du fait des similitudes 

de taille entre les spores et les oocystes. Cependant, Rihmanen et al. (72) n’ont montré aucune 

corrélation entre le dénombrement de Clostridium et la présence de Cryptosporidium sp. ou 

Giardia sp. Peu de recherches en France se sont intéressées à cet agent pathogène dans les 

intrants et digestats de la méthanisation (64,73,74). Le Maréchal et al. (64) et Pourcher et al. 

(74) ont pu constater que le temps de séjour et la température du digesteur n’avaient aucune 

influence sur l’abattement de la concentration en Clostridium perfringens. Derongs et al. (73) 

ont pu également observer que C. perfringens contenu dans le digestat présentait une 

antibiorésistance. Ce digestat serait donc responsable de graves problèmes de santé publique 

lorsque celui-ci est épandu sur les terres agricoles.  

 

 

L’étude bibliographique montre que la digestion anaérobie mésophile ou thermophile 

n’a aucun effet sur les formes sporulés de C. perfringens donc qu’il est très important 

d’étudier les formes végétatives et sporulées de C. perfringens pour affirmer que le 

pouvoir hygiénisant de la digestion anaérobie est notable.  

 

 

I.2.2.2. Impact du temps de séjour dans le méthaniseur sur l’hygiénisation des 

digestats 

 

Le temps de séjour correspond au temps passé par le substrat au sein du digesteur 

(29). Plusieurs études ont montré que les effets hygiénisants pouvaient être accrus par les 

temps de séjour utilisés, et ce pour une même température de méthanisation.  

→En régime mésophile par exemple, plus le temps de séjour est long dans le digesteur, plus 

la charge en micro-organismes (Escherichia coli) est faible. Toutefois, cette affirmation ne 

s’applique pas pour Clostridium perfringens (47).  
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→En régime thermophile, un temps de séjour du substrat de 20 jours entraîne un abattement 

de la concentration en coliformes fécaux plus important qu’un temps de séjour de 4 jours (6 à 

7 logs d’abattement pour une durée de 20 jours contre 4 logs environ pour une durée de 4 

jours) (52). Cependant, une augmentation encore plus importante du temps de séjour (jusqu’à 

60 jours) n’impacte pas la concentration en coliformes fécaux. Les résultats sont comparables 

à ceux obtenus pour des temps de séjour de 4 jours (52). 

 

L’influence du temps de séjour sur le potentiel hygiénisant de la digestion anaérobie 

est très relatif. 

 

 

I.2.2.3. Effets hygiénisants du pH et de la concentration en AGV dans le méthaniseur 

 

Les Acides Gras Volatils (AGV) sont des intermédiaires réactionnels de la 

méthanisation participant à la production de biogaz. Leur concentration (faible ou importante) 

influe sur le potentiel hygiénisant de la digestion anaérobie. La concentration en AGV est 

directement liée au pH du digesteur.  

 

→Les premières étapes biochimiques de la méthanisation engendrent la production d’AGV 

(Figure 8). Ces derniers peuvent s’accumuler lors d’un apport trop important en matière 

facilement biodégradable (14) et ainsi entraîner une augmentation de leur concentration et une 

baisse de pH du méthaniseur. La méthanogenèse (dernière étape biochimique) est alors 

inhibée et le processus de digestion anaérobie est perturbé, entraînant la chute du rendement 

de production de biogaz et une chute du potentiel hygiénisant qui devient faible voire nul.  

 

→Si une forte concentration en AGV a une influence négative sur le procédé de digestion 

anaérobie en général, il peut être intéressant, en revanche, d’utiliser des ajouts dosés d’AGV. 

En effet, de nombreuses études démontrent que les AGV ont un effet toxique sur certaines 

bactéries pathogènes (66,75). Ten Brummeler et al. (76) et Kunte et al. (77) ont mené des 

investigations sur la survie d’agents pathogènes au sein de digesteurs mésophiles avec ajout 

d’AGV à différentes concentrations dans le méthaniseur. Pour Ten Brummeler et al. (76), le 

pic d’inactivation de Salmonella typhymurium correspond à une concentration en AGV en 

mélange dont la composition est la suivante : acides acétique à 4 g/L, propionique à 2 g/L et 

butyrique à 1 g/L. Dans la seconde étude (77), un des digesteurs contenait une concentration 

en AGV volontairement élevée (9 g/L) alors que pour une digestion anaérobie mésophile 

classique la concentration en AGV se maintient aux alentours de 0,7 g/L. Dans le digesteur 

contenant la plus forte concentration en AGV, les entérobactéries ont été plus rapidement 

inactivées que celles présentes dans le digesteur sans ajout externe d’AGV (réacteur témoin).  

 

Une autre étude menée en laboratoire (78) a montré que l’influence des concentrations 

en AGV sur l’élimination de Salmonella sp. était aussi liée à la température. En régime 

mésophile, l’ajout d’un mélange d’AGV (mélange équimolaire d’acides acétique, propionique 

et butyrique à 0,75 g/L, 1,5, 3 et 6 g/L) a un faible impact sur l’abattement de la concentration 

en Salmonella alors qu’en régime thermophile, dans des conditions similaires d’ajout d’AGV, 

ceci entraîne un effet plus marqué sur l’élimination de Salmonella dont la concentration se 

situait sous la limite de détection.  
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Le pH permettant un potentiel hygiénisant optimal se situe autour de la neutralité (13). 

Entre 6,5 et 8,5, les différentes étapes biochimiques de la méthanisation se succèdent 

et la digestion anaérobie peut idéalement exprimer son potentiel hygiénisant. La 

combinaison AGV-température se révèlerait donc être une association particulièrement 

intéressante pour obtenir un potentiel hygiénisant de la digestion anaérobie optimal. 

 

 

I.3. Pré-traitement des intrants 

 

L’ensemble des micro-organismes indicateurs permet d’obtenir un spectre large des 

différents agents pathogènes potentiellement présents dans la matière organique. Ces trois 

bactéries (Escherichia coli, Clostridium perfringens et les entérocoques) ont ainsi été étudiées 

lors des différentes expérimentations effectuées lors de cette thèse. La littérature a permis de 

montrer que la digestion anaérobie présentait un pouvoir hygiénisant sur certaines espèces 

bactériennes. Toutefois, cette hygiénisation n’est pas toujours suffisante pour respecter les 

règles sanitaires en vigueur concernant le digestat. 

De nombreuses études sont consacrées à la mise en place d’un pré-traitement des intrants 

avec, au départ, l’objectif d’atteindre une augmentation du rendement de production de 

méthane. Dans certains cas, ces traitements ont aussi permis une hygiénisation partielle ou 

totale de l’intrant et du digestat obtenu. Au fil des années, les pré-traitements des intrants ont 

eu pour objectif d’hygiéniser la matière organique entrante dans le digesteur. La littérature est 

abondante sur le sujet. Les pré-traitements physiques et chimiques sont ainsi mis en œuvre 

avec plus ou moins de succès.  

 

I.3.1. Pré-traitements physiques 

 

L’effet hygiénisant de pré-traitements physiques a particulièrement été étudié sur des matrices 

de type boues activées avant digestion anaérobie.  

 

• Les micro-ondes : appliquée à des boues de STEP (primaires ou activées), cette 

technologie a permis diminuer de 6,8 log les coliformes fécaux (79). Des résultats quasi 

identiques (5,6 log) ont été observés pour des coliformes présents dans ce même type 

de boues (80) (Tableau 14). Une destruction complète des coliformes a été mise en 

évidence dans des boues d’épuration issues d’une industrie agro-alimentaire (IAA) 

(81). Cependant, comme le montre le tableau 15, les taux d’abattements obtenus sur 

les coliformes fécaux et sur Salmonella sp. varient fortement d’une étude à l’autre 

probablement à cause de l’utilisation de matrices différentes et/ou de puissances 

différentes. Une réduction de la teneur en coliformes d’un facteur de 4 log a pu être 

montré dans des boues primaires (82). Un abattement de la concentration en 

coliformes encore moins important (2 log) a été obtenu dans des boues activées (83). 

Un abattement identique de la concentration en Salmonella sp. dans des boues 

activées a également été rapporté (82).  
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Les micro-ondes entraînent une dégradation de la membrane cellulaire de la bactérie 

pour entraîner sa destruction. Il a aussi été démontré qu’elles agiraient également sur 

l’activité bactérienne en diminuant la quantité d’ADN bactérien. 

 

Tableau 14. Effet des traitements micro-ondes sur la concentration en agents pathogènes. 

Matrice 
Caractéristiques 

du traitement 
Micro-

organisme 
Abattement Référence 

Boues de 
STEP 

2450 MHz 
(jusqu’à 90 
secondes) 

Coliformes 5,6 à 6,8 log (79,80) 

Déchets IAA 
2450 MHz 
(jusqu’à 90 
secondes) 

Coliformes Total (81) 

Boues 
primaires 

2450 MHz 
(jusqu’à 110 
secondes) 

Coliformes 4 log (82) 

Boues activées 

2450 MHz 
(jusqu’à 540 
secondes) 

Coliformes 2 log (83) 

2450 MHz 
(jusqu’à 110 
secondes) 

Salmonella sp. 2 log (82) 

 

• Les ultrasons : la technologie utilisant les ultrasons est un autre pré-traitement 

physique pouvant être appliqué sur des intrants destinés à être méthanisés. Les 

ultrasons entraîneraient une cavitation conduisant à une augmentation de chaleur et 

de pression (84). Dans le tableau 15 sont reportés quelques résultats de tests réalisés 

sur des boues activées. Ce pré-traitement présente un pouvoir hygiénisant sur les 

coliformes fécaux avec des taux d’abattement variant de 1 log (83) à 3 log (85). Enfin, 

Ruiz-hernando et al. (84) obtiennent un abattement inférieur à 1 log de la concentration 

en Escherichia coli.  

Ce traitement détruirait la membrane des bactéries mais ceci resterait à confirmer par 

d’autres études (84). 
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Tableau 15. Effet des traitements ultrasons sur la concentration en agents pathogènes. 

Matrice 
Caractéristiques 

du traitement 
Micro-

organisme 
Abattement Référence 

Boues 
activées 

2450 MHz 
pendant 20 

minutes 
Coliformes 

3 log (85) 

2450 MHz 
pendant 10 

minutes 
1 log (83) 

2450 MHz Escherichia coli < 1 log (84) 

 

• Les hautes pressions : l’application d’une haute pression est également une technique 

utilisée en hygiénisation. Toutefois, peu d’études se sont intéressées à ce mode de 

traitement sur des intrants de digestion anaérobie (86). Il n’a été observé aucun 

abattement de la concentration en Escherichia coli dans des boues de station 

d’épuration après un traitement à 2800 kPa pendant 23 heures.  

La haute pression est souvent employée en association avec la chaleur et sur des 

cultures pures bactériennes sporulantes (cf chapitre I.4.3.1).  

 

• Champs électriques pulsés : cette technologie qui consiste à appliquer des champs 

électriques répétés pendant une courte durée sur des bactéries est en plein essor. Les 

résultats obtenus sur des boues activées et sur des SPAN sont reportés dans le 

tableau 16 ci-après. Un abattement de 1,4 log sur Salmonella sp. dans des boues 

activées a pu être démontré (87). Plus récemment (48), les champs électriques pulsés 

ont été utilisés pour pré-traiter des sous-produits animaux (SPAN). Des abattements 

respectifs de 4 et 5 log de la concentration en E. coli et Enterococcus faecalis ont été 

atteints. Les champs électriques pulsés (comme la haute pression) peuvent être 

associés à la chaleur (chauffage ohmique) afin d’obtenir des effets encore plus 

importants sur les indicateurs de contamination fécale. Ainsi, par ce couplage les 

abattements des concentrations en E. coli et E. faecalis ont pu être augmentés à des 

valeurs respectivement supérieures à 7 et 5 log (48).  

Ces champs électriques pulsés entraîneraient des lésions membranaires irréversibles 

responsables de la mort bactérienne. 

 

 

 

 

 

 



Delmon Cédric | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  56 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

Tableau 16. Effet des champs électriques pulsés sur la concentration en agents pathogènes. 

Matrice 
Caractéristiques 

du traitement 
Micro-

organisme 
Abattement Référence 

Boues 
activées 

0,6 kV/cm Salmonella sp. 1,4 log (87) 

SPAN 

25 kV/cm Escherichia coli 

4 log 

> 7 log si couplage avec 
chaleur 

(48) 

25 kV/cm 
Enterococcus 

faecalis 

5 log 

> 5 log si couplage avec 
chaleur 

 

• Les pré-traitements thermiques : les effets de différents traitements thermiques pour 

hygiéniser les intrants de méthanisation sont reportés dans le tableau 17. Il s’agit, la 

plupart du temps, de reproduire le process de pasteurisation utilisé en agro-alimentaire. 

Le traitement thermique peut agir à différents endroits de la bactérie (88) : 

o Membrane : ce traitement peut engendrer une perte d’intégrité membranaire 

responsable de l’inactivation bactérienne. 

o Protéines : la chaleur est responsable d’une dénaturation des protéines 

pouvant entraîner la mort bactérienne. 

o Acides nucléiques : le traitement thermique peut causer une dénaturation 

léthale de l’ADN bactérien des agents pathogènes. 

 

Comme évoqué dans le chapitre I.1.3, certaines catégories d’intrants doivent, sur le 

plan réglementaire, subir une étape de traitement thermique de type de pasteurisation (70°C 

pendant 1 heure) avant de pouvoir être méthanisés. Ce pré-traitement est efficace contre 

certaines bactéries. Les coliformes et Salmonella sp. présents dans des boues de station 

d’épuration ne résistent pas à la pasteurisation (89). Des bactéries fécales sont naturellement 

présentes dans du fumier bovin. Le pré-traitement thermique à 70°C permet de diminuer 

respectivement de 2,6 log et de 1,77 log la teneur en Escherichia coli et Enterococcus faecalis 

après 2 minutes ou 1 jour de traitement (42) (Tableau 17). La pasteurisation permet de détruire 

l’ensemble des entérocoques et E. coli présents dans du lisier porcin (74).  

Un pré-traitement plus long et à une température plus basse que lors de la 

pasteurisation, soit 24 heures à 55°C, entraîne une diminution de la concentration en 

Clostridium perfringens dans des boues activées (66) (Tableau 17).  

La littérature montre assez clairement que les pré-traitements thermiques n’ont aucun 

effet sur certains agents pathogènes présents dans la matière destinée à être méthanisée : 

comme les œufs d’helminthes contenus dans des boues de station d’épuration (89) et les 

spores de Clostridium perfringens présents dans du lisier de porc qui résistent à la 

pasteurisation (74).  
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Tableau 17. Effet des traitements thermiques sur la concentration en agents pathogènes. 

Matrice 
Caractéristiques 

du traitement 
Micro-

organisme 
Abattement Référence 

Boues de 
STEP 

1 heure à 70°C Coliformes 
Total (89) 

1 heure à 70°C Salmonella sp. 

Fumier bovin 

2 minutes à 70°C Escherichia coli 2,6 log 

(42) 
1 jour à 70°C 

Enterococcus 
faecalis 

1,77 log 

Lisier porcin 
1 heure à 70°C Escherichia coli 

Total (74) 
1 heure à 70°C Entérocoques 

Boues activées 24 heures à 55°C 
Clostridium 
perfringens 

< 0,5 log (66) 

Boues de 
STEP 

1 heure à 70°C 
Œufs 

d’helminthes 

Aucun effet 

(89) 

Lisier porcin 1 heure à 70°C 
Spores de 
Clostridium 
perfringens 

(74) 

 

 

I.3.2. Pré-traitements chimiques 

 

Les pré-traitements chimiques consistent en l’ajout d’acides ou de bases générant une 

modification du pH de l’intrant traité. 

 

• L’emploi de bases fortes : les résultats d’hygiénisation obtenus par alcalinisation de 

l’intrant avec des bases fortes (NaOH) sont reportés dans le tableau 18. L’alcalinisation 

de boues activées à un pH de 12,4 engendre 4 log d’abattement de la concentration 

en E. coli (84). Un milieu basique permet également d’abattre totalement la 

concentration en coliformes, streptocoques fécaux et Salmonella sp. dans des boues 

épaissies (90).  

Cette alcalinisation serait responsable de la destruction de la membrane cellulaire 

couplée à une hydrolyse des protéines et acides nucléiques. Cependant, les pH 

appliqués sont incompatibles avec le processus de méthanisation.  
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Tableau 18. Effet des traitements alcalins sur la concentration en agents pathogènes. 

Matrice 
Caractéristiques 

du traitement 

Micro-

organisme 
Abattement Référence 

Boues 

activées 

pH initial de 12,4 

avec 157 g 

NaOH/kg de 

matière pendant 

1 jour 

E. coli 4 log (84) 

Boues 

épaissies 

pH initial de 10 

ou 12 avec une 

concentration en 

NaOH de 4 mol/L 

pendant 2 jours 

et demi 

Coliformes 

Total (90) 

Streptocoques 

fécaux 

Salmonella sp. 

 

 

• L’emploi d’acides forts : les résultats d’hygiénisation obtenus par acidification de 

l’intrant avec des acides forts (HCl) sont reportés dans le tableau 19. L’acidification 

d’un milieu permet aussi une hygiénisation de la matière méthanisable. Un pH proche 

de 2, obtenu grâce à l’ajout d’acide chlorhydrique (HCl) dans des boues activées 

permet la diminution de la concentration en E. coli d’environ 3 log (91). De plus, ce pré-

traitement permet de détruire totalement Salmonella sp. (91). Une autre étude montre 

que lorsque le pH du milieu atteint 3 après ajout de HCl, on observe une diminution 

d’environ 30% de la concentration bactérienne en Clostridium sp. dans des boues 

d’épuration (92).  

De la même manière que pour le traitement des intrants par des bases fortes, 

l’utilisation d’acide fort ne permet pas une méthanisation consécutive à cause des 

faibles valeurs de pH. 

 

 

Tableau 19. Effet de traitements avec des acides forts sur la concentration en agents pathogènes. 

Matrice 
Caractéristiques 

du traitement 

Micro-

organisme 
Abattement Référence 

Boues activées 

Milieu à pH = 2 

avec acide 

chlorhydrique 

pendant 24 

heures 

E. coli 3 log 

(91) 
Salmonella sp. Total 

Boues de 

STEP 

Milieu à pH = 3 

avec acide 

chlorhydrique 

pendant 24 

heures 

Clostridium sp. 30% (92) 
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• L’utilisation d’acides organiques : des mélanges d’AGV ou des AGV seuls ont été 

employés pour entraîner un effet bactéricide ou bactériostatique dans différentes 

matrices. L’objectif est d’atteindre et de perturber directement la machinerie cellulaire 

des agents pathogènes (93). Ces acides faibles se retrouvent majoritairement sous 

forme moléculaire (AH) lorsque le pH est inférieur à pKa – 1 et sous forme ionisée (A-

) lorsque le pH est supérieur à pKa + 1 (Figure 13). Lorsque le pH est compris entre 

pKa – 1 et pKa + 1, les formes moléculaire et ionisée coexistent. Les AGV peuvent 

pénétrer dans les bactéries afin d’entraîner des effets bactéricides ou bactériostatiques 

uniquement lorsqu’ils sont sous forme moléculaire (AH) (Figure 13). Les AGV, étant 

liposolubles, peuvent traverser la membrane des bactéries et s’accumuler dans le 

cytoplasme (75). Ils se retrouvent alors au contact d’un environnement neutre ce qui 

favorise la dissociation en anions et protons (H+) (Figure 14). Les bactéries utilisent 

des pompes d’efflux actif afin d’expulser ces protons pour maintenir un pH intra-

cellulaire constant. Ces pompes d’efflux consomment de l’ATP et donc de l’énergie 

(94). La bactérie se retrouve ainsi plus sensible à d’autres traitements appliqués à la 

suite des AGV. Ces acides organiques, en libérant ces protons dans le cytoplasme, 

peuvent également agir sur le pH cytoplasmique et altérer les enzymes, les protéines 

et l’ADN bactérien (Figure 14). 

 

 

 

Figure 13. Diagramme de prédominance des espèces en fonction du pH du milieu. 

 

 

 

 

Figure 14. Mécanisme d’action des acides organiques sur les bactéries (75). 

 

L’acidification de sous-produits animaux (Tableau 20) par l’ajout d’acide formique 

durant au moins 24 heures provoque un abattement d’1 log de la concentration en Clostridium 

sporogenes (95). Un abattement identique de la concentration en entérocoques et E. coli a été 

mis en évidence en traitant des boues activées avec de l’acide peracétique pendant 1 heure 

(96).  
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Tableau 20. Effet des traitements avec des acides organiques sur la concentration en agents 

pathogènes. 

Matrice 
Caractéristiques 

du traitement 

Micro-

organisme 
Abattement Référence 

SPAN 

Milieu à pH = 4 

avec acide 

formique pendant 

24 heures 

Clostridium 

sporogenes 
1 log (95) 

Boues activées 

Acide 

peracétique à 1,5 

mg/L pendant 1 

heure 

E. coli 1 log (96) 

 

I.3.3. Effets du couplage de pré-traitements physiques et chimiques 

 

Le couplage de pré-traitements physique et chimique produit des effets hygiénisants 

plus importants sur les intrants que lorsqu’ils sont appliqués seuls. En effet, ce couplage 

permet d’obtenir des effets synergiques (97).  

L’effet de l’ajout d’acides organiques en couplage avec un traitement thermique sur 

des intrants de méthanisation est reporté dans le tableau 21. Bauza et al. (95) ont étudié l’effet 

de ce couplage sur des sous-produits animaux traités à l’acide formique pendant 48 heures 

puis « pasteurisés » (70°C pendant 1 heure). Dans cette étude, l’augmentation de la 

température de traitement à 80°C voire 90°C (toujours en couplage avec de l’acide formique 

en amont) a permis de passer d’une diminution d’1 log à un abattement supérieur à 4 log de 

la concentration de Clostridium sporogenes. L’acide acétique est également employé pour 

pré-traiter chimiquement des boues activées (66) ou des aliments (97). Cet acide organique 

couplé à la chaleur présente de forts pouvoirs hygiénisants (Tableau 21). On observe une 

diminution importante de la concentration en Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Listeria 

monocytogenes (97) et Clostridium perfringens (66). 

 

Tableau 21. Effet des traitements physico-chimiques sur la concentration en agents pathogènes. 

Matrice 
Caractéristiques 

du traitement 
Micro-organisme Abattement Référence 

SPAN 

Acide formique + 1 

heure 70°C Clostridium 

sporogenes 

1 log 

(95) 
Acide formique + 1 

heure 90°C 
4 log 

Aliments 
Acide acétique + 

chaleur 

E. coli 1,9 à 5,7 log 

(97) 

Salmonella 

typhimurium 
3,9 à 5,9 log 

Listeria 

monocytogenes 
2,2 à 6 log 

Boues activées 

Acides acétique, 

propionique, 

butyrique + chaleur 

Clostridium 

perfringens 
> 0,5 log (66) 
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 L’une des explications de l’efficacité de ce couplage réside dans le processus suivant : 

les acides organiques, ajoutés en premier, traversent la membrane bactérienne afin d’acidifier 

le cytoplasme. Ce cytoplasme bactérien nouvellement riche en protons va obliger l’agent 

pathogène à utiliser énormément d’énergie afin d’expulser ces protons pour rétablir 

l’homéostasie. Les bactéries se retrouvent ainsi particulièrement sensibles à tout nouveau 

traitement. Ainsi, l’application d’un traitement physique postérieur (ou simultané) au traitement 

chimique va détruire plus facilement les agents bactériens (75). 

 

 

 

La bibliographie montre que la majorité des études traitant de ce type de couplage porte 

principalement sur les boues de station d’épuration. La littérature sur les autres types 

d’intrants est plus rare et nécessite donc des investigations supplémentaires. Il existe 

notamment peu de données concernant les effets d’un tel couplage sur d’autres 

matrices complexes telles que les intrants de méthaniseurs agricoles (fumiers, lisiers, 

déchets de céréales). Enfin si ce couplage se révèle particulièrement efficace sur les 

indicateurs de contamination fécale tels que Escherichia coli et Enterococcus sp., il 

l’est beaucoup moins sur d’autres types de bactéries à fort pouvoir pathogène telles 

que Clostridium perfringens. Des optimisations du procédé de couplage pourraient 

permettre d’obtenir des effets plus conséquents sur ces dernières.  
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I.4. Hygiénisation des substrats et Clostridium perfringens 

I.4.1. Caractéristiques de Clostridium perfringens 

 

Clostridium perfringens est une bactérie qui se développe naturellement dans les 

milieux organiques riches, anaérobies et à 37° C. Cependant, sa température de croissance 

optimale est comprise entre 43 et 45°C (98). Cette bactérie présente un métabolisme 

respiratoire anaérobie strict mais est aérotolérante (62). C’est une des nombreuses bactéries 

participant au processus de digestion anaérobie (64). Ce bacille Gram positif peut se présenter 

sous deux formes dans l’environnement : la forme végétative qui est la forme permettant la 

croissance et la multiplication de la bactérie et la forme sporulée qui est la forme de résistance. 

Par ailleurs, ce micro-organisme peut causer des maladies graves voire mortelles chez 

l’Homme et l’animal. Le pouvoir infectant de Clostridium perfringens est dû à sa capacité à 

synthétiser diverses toxines potentiellement létales (99). Une des toxines souvent 

responsables de pathologies graves chez l’Homme est l’entérotoxine CPE, libérée dans 

l’intestin grêle, responsable d’intoxications alimentaires (100) La gangrène gazeuse est une 

autre pathologie pouvant être contractée par l’Homme lors d’un contact avec C. perfringens 

(101). Cette myonécrose à clostridies se développe lorsque des spores sont en contact avec 

des tissus lésés chez l’Homme. Ainsi, les spores vont germer pour devenir des formes 

végétatives capables de libérer des toxines dégradant les tissus. Cette pathologie constitue 

une urgence médicale et une thérapie lourde est nécessaire pour la vaincre. La présence de 

C. perfringens dans les digestats agricoles constitue donc un danger microbiologique potentiel. 

 

Les bactéries du genre Clostridium possèdent une capacité importante d’adaptation à 

l’environnement dans lequel elles vivent. C. perfringens peut résister lorsqu’il est soumis à un 

stress ou privé de nutriments. Grâce à la sporulation, la forme végétative se transforme en une 

forme sporulée (de résistance). Elle peut rester dans cet état de dormance pendant plusieurs 

années (101). Cette forme atypique que peut prendre la bactérie ne lui permet pas de se 

multiplier mais lui permet ainsi de survivre à des conditions environnementales extrêmes 

(102). Lorsque les conditions environnementales évoluent favorablement, ces spores, grâce à 

la germination, se retrouvent sous formes végétatives (103).  

 

Par ailleurs, la phase de sporulation d’une bactérie est un phénomène très étudié pour 

comprendre les mécanismes mis en jeu. Cette compréhension est nécessaire pour tenter 

d’empêcher la survie de la bactérie pathogène dans le cadre de la méthanisation. Les formes 

végétatives sont généralement éliminées grâce à une température supérieure ou égale à 60°C 

tandis que les formes sporulées peuvent résister à des températures allant jusqu’à 100°C (62). 

 

I.4.2. La sporulation : un processus complexe 

Un certain nombre de bactéries peuvent résister dans l’environnement à des conditions 

extrêmes grâce à leur capacité de sporulation. Ce passage de la forme végétative (active) à 

la forme sporulée (forme en « dormance ») est possible pour Clostridium perfringens (Figure 

15). Cette dernière, en fonction des facteurs environnants, pourra initier ce phénomène de 

sporulation. Des facteurs, appelés facteurs modulateurs, pourront également influencer la 

sporulation. Ce processus est complexe car plusieurs étapes sont nécessaires à la formation 

d’une spore à partir de la forme végétative. De plus, cette spore, une fois formée, présente un 

degré de résistance différent en fonction de sa composition. Lorsque les conditions 
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redeviennent favorables (présence de nutriments), cette spore a la capacité de repasser sous 

forme végétative. Ce phénomène est appelé germination. Ainsi, la bactérie pourra de nouveau 

croître et proliférer dans l’environnement. 

 

 

 

Figure 15. Image de formes végétatives (à gauche, grossissement *1000) et d’une spore de 
Clostridium perfringens (à droite, grossissement *40 000) (98,99). 

 

I.4.2.1. Facteurs influençant la sporulation 

 

Les facteurs influençant la sporulation sont principalement des facteurs 

environnementaux. On distingue au sein de ces derniers les facteurs d’initiation et les facteurs 

de modulation de la sporulation (104). Ces facteurs environnementaux influencent également 

la composition de la structure des spores (105) engendrant une capacité de résistance 

différenciée en fonction de l’environnement dans lequel se trouvent les formes sporulées 

(106). Par ailleurs, ces facteurs peuvent affecter la qualité de germination lorsque les 

conditions redeviennent favorables pour un développement de formes végétatives.  

 

Facteurs initiateurs de la sporulation 

 

Les facteurs initiateurs de la sporulation sont influencés par les facteurs 

environnementaux. La diminution de nutriments ainsi que la densité cellulaire sont les 

principaux facteurs environnementaux responsables de l’initiation de la sporulation de 

Clostridium perfringens. Ainsi, la diminution de nutriments nécessaire à la croissance des 

formes végétatives va initier la sporulation. Ceci déclenche l’induction du phénomène de 

sporulation des bactéries. Une diminution de la concentration en GTP est observée au sein 

des Clostridium végétatifs. Ceci entraîne une augmentation de la production de Spo0A 

permettant ainsi l’induction de la sporulation. Une protéine est primordiale pour une sporulation 

efficace de C. perfringens : la CcpA (107) (Figure 16). Cette dernière doit être présente au 

cours de l’initiation de la sporulation de Clostridium perfringens et agit positivement sur Spo0A. 

Un autre facteur initiateur de la sporulation est la densité cellulaire. Les bactéries, grâce au 

phénomène de quorum sensing, communiquent. Ce quorum sensing permet de renseigner les 

micro-organismes de la densité bactérienne présente dans un environnement proche. Ce 

quorum sensing permet ainsi le déclenchement de réactions en cascade d’histidine kinase 

entraînant la phosphorylation du Spo0A (106). Le facteur Spo0A phosphorylé est ainsi activé. 

Ce dernier va entraîner une production de facteurs sigma (facteurs de régulation) nécessaire 

à la maturation des spores (Figure 16).  
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Figure 16. Facteurs responsables de la sporulation de Clostridium perfringens (adapté de (106)). 

 

Facteurs modulateurs de la sporulation 

 

Un des facteurs de modulation principal est la température (Tableau 22). Des spores 

formées à des températures élevées (42°C) seront plus résistantes à des traitements 

thermiques que des spores formées à des températures plus faibles (26°C) (106). De plus, de 

faibles températures, entraînent une sporulation moins conséquente et un processus de 

formation plus long (108). La température optimale de croissance de la bactérie considérée 

(Bacillus sp. par exemple) serait également sa température optimale de sporulation (109). La 

présence d’oxygène (Tableau 22) est aussi un facteur de modulation : elle accélère le 

processus de sporulation de C. perfringens.  

 

De plus, l’activité de l’eau a un impact sur la sporulation : une faible activité peut inhiber 

la sporulation tandis qu’une forte activité améliore la sporulation (108). L’intensité lumineuse 

est un facteur de modulation de la sporulation : une forte intensité lumineuse diminuerait la 

concentration finale en spores. Enfin, le pH du milieu module la sporulation. Un pH égal à 7 
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constitue le pH optimal pour une concentration en spores de C. perfringens maximale (108). 

Une diminution de pH entraîne une diminution du rendement de la sporulation. Le mécanisme 

d’action reste toutefois, de nos jours, encore mal connu. Enfin, la présence d’autres micro-

organismes et de minéraux dans l’environnement proche constitue un facteur de modulation 

de la sporulation (104). Ce phénomène de sporulation est gourmand en énergie et nécessite 

donc une quantité suffisante de nutriments dans l’environnement. La compétition bactérienne 

entre différents agents pathogènes pour se nourrir affecterait ainsi la sporulation de 

Clostridium perfringens. 

 

Tableau 22. Facteurs modulateurs de la sporulation. 

Facteurs modulateurs de la sporulation Référence 

Température (109) 

Oxygène 

(104,108) 

Activité de l’eau 

Intensité lumineuse 

pH 

Présence de minéraux 

Autres bactéries 

 

 

I.4.2.2. Etapes de la sporulation 

 

Il existe sept étapes de la sporulation notées de I à VII (110) (Figure 17). Le stade 0 

correspond à la croissance des formes végétatives.  

Lors des étapes I et II, il y a réplication puis condensation de l’ADN. Cet ADN s’étend 

sur toute la longueur du cytoplasme bactérien pour former un filament chromatique axial. Lors 

du stade II, une division cellulaire asymétrique se produit pour former une préspore (petit 

compartiment) et la cellule mère (grand compartiment). Un des deux génomes se place à un 

pôle de la bactérie et un septum de sporulation, lors du stade II, cloisonne l’ADN situé à ce 

pôle. Le septum disparaît et la préspore composée d’une membrane externe et d’une 

membrane interne se forme lors du stade III.  

Le stade IV est marqué par la synthèse par la couche de peptidoglycane de petites 

protéines acido-solubles et d’acide dipicolinique et du cortex situé entre la membrane interne 

et la membrane externe. Enfin, le stade V permet la formation du manteau sporal et la 

maturation de la spore. 

Lors du stade VI, il y a acquisition par la spore de la résistance aux UV et à la chaleur 

et elle est libérée lors du stade VII par lyse de la bactérie (Figure 17). Cet état de sporulation 

peut durer plusieurs dizaines d’années (111). Ces étapes de la sporulation sont communes à 

l’ensemble des bactéries capables de sporuler telles que Bacillus sp. ou Clostridium sp. 

Toutefois, concernant Clostridium perfringens, il n’y pas de formation d’exosporium lors du 

stade IV (106). 
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Figure 17. Cycle de sporulation de Clostridium sp. (112). 

 

I.4.2.3. Structure de la spore 

 

Les spores sont constituées d’un noyau contenant le génome bactérien protégé par 

une paroi sporale (Figure 18). Ce protoplaste ou partie centrale est enveloppé par des tuniques 

interne et externe. La tunique interne renferme les composés nécessaires à la germination 

(passage de la forme sporulée à la forme végétative) (110). Entre ces deux tuniques, on 

retrouve le cortex (113). Celui-ci confère la résistance à la chaleur et aux agents chimiques de 

la spore (106). Ce cortex renferme également les peptidoglycanes responsables de l’état de 

dormance de la spore (114).  

 

 

Figure 18. spore de Clostridium perfringens (115). 

A : cœur de la spore ; B : couche de peptidoglycane ; C : paroi sporale. 

De plus, les spores possèdent un complexe composé de dipicolinate de calcium et de 

petites protéines acido-solubles localisé au centre de celles-ci. Cette association, absente des 

cellules végétatives, leur permet aussi de résister à la chaleur, aux rayonnements ultra-violets 

(116). Elle induit également une déshydratation du contenu de la spore. Les spores sont donc 

des composés particulièrement résistants. Cette résistance est également associée à une 

durée de vie extrêmement longue. Celles-ci peuvent entrer en état de dormance et résister 

ainsi de nombreuses années (117). 



Delmon Cédric | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  67 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

I.4.2.4. Facteurs sensibilisant la résistance de la spore 

 

Lorsque les spores sont formées, elles développent des mécanismes de résistance 

plus ou moins importants en fonction de leur composition interne (106). Des spores dont le 

cœur présente une teneur en eau importante est plus sensible à des attaques extérieures 

qu’une spore renfermant une faible teneur en eau. Cette forte hydratation peut entraîner une 

liaison des protéines acido-solubles à l’ADN de la spore moins importante. Ainsi, la spore se 

retrouve plus sensible à la chaleur, aux radiations UV ou aux traitements chimiques.  

 

De plus, une importante concentration en acide dipicolinique, prenant la place de l’eau, 

au sein de la spore lui confère une forte résistance aux traitements thermiques (105). Les 

protéines acido-solubles fortement liées à l’ADN permettent une résistance accrue des spores 

dans l’environnement. Il existe différentes familles de petites protéines acido-solubles notées 

de 1 à 4. Lorsque les spores présentent des taux réduits en protéines 1, 2 et 3, celles-ci sont 

plus sensibles à la chaleur, aux traitements chimiques et UV (106). Par ailleurs, les acides 

aminés des protéines acido-solubles 4 jouent un rôle sur la résistance de la spore. Si un acide 

aminé Asparagine est présent en position 36, alors cette spore est hautement résistante. Le 

résidu Asparagine permet une meilleure liaison des protéines à l’ADN. A l’inverse, si un acide 

aminé Glycine est présent en position 36, alors cette spore sera plus sensible à diverses 

attaques thermiques et/ou chimiques (110). Il est donc nécessaire que la spore présente un 

fort taux de petites protéines acido-solubles (1 à 4) afin de résister longuement dans 

l’environnement.  

 

Enfin le degré de réticulation des spores affecte la capacité de résistance des spores. 

Un degré de réticulation élevé rend les spores plus sensibles dans l’environnement (106). Ces 

propriétés de résistance de la spore sont acquises lors du processus de sporulation. La spore, 

une fois formée, est particulièrement résistante à tout type de traitement (118). 
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→La spore elle-même ne peut pas se développer et croître dans 

l’environnement.  

→La forme végétative est la seule forme de développement et de multiplication 

de Clostridium perfringens.  

 

 

►Il est donc important de rechercher des traitements d’hygiénisation agissant 

en amont, c’est-à-dire au moment où les populations de C. perfringens passent 

de la forme végétative à la forme de résistance : la spore. On considère que 

lorsque des traitements peuvent diminuer la concentration en spores, ils peuvent être 

ainsi jugés particulièrement efficaces sur un grand nombre d’agents pathogènes. C’est 

pourquoi, dans le but de traiter et de diminuer la concentration en Clostridium 

perfringens au sein d’un environnement, il est important de perturber la sporulation 

conduisant souvent à la formation de spores très résistantes à de nombreux 

traitements. 

►Lorsque les conditions environnementales redeviennent favorables, la spore 

repasse sous forme végétative grâce au processus de germination. La 

germination peut cependant être altérée par des facteurs extérieurs 

(biologiques, physiques, chimiques) et fragiliser la forme végétative 

nouvellement créée.  

 

 

I.4.3. Traitements appliqués sur les formes sporulantes bactériennes 

 

Comme vu précédemment, les pré-traitements courants d’hygiénisation des intrants de 

méthanisation n’ont que peu d’effets sur Clostridium perfringens et, ce notamment, parce que 

cette dernière possède la redoutable propriété de pouvoir se protéger via le mécanisme de 

sporulation. Il s’agit alors de trouver un traitement permettant d’atteindre à la fois les formes 

végétatives et surtout les formes sporulées. Cette partie de l’étude bibliographique a donc pour 

objectif de faire une synthèse des traitements plus spécifiques et plus actifs sur les spores de 

cette bactérie.  
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I.4.3.1. Traitements physiques 

 

Les effets des différents traitements physiques sur Clostridium perfringens reportés 

dans le tableau 23. 

 

Association pression et chaleur 

 

De nombreuses études ont analysé la combinaison de l’effet de la pression et de la 

chaleur sur la sensibilité des spores bactériennes (119–121). Cette association de traitements 

agirait de façon synergique (122,123) : 

- Une haute pression induirait la germination des spores avec un taux d’acide 

dipicolinique faible (= sensibilité à la chaleur accrue). 

- La chaleur, appliquée de façon simultanée, provoquerait d’importantes altérations de 

la membrane des spores. 

 

Sur la Figure 19, on peut observer au microscope électronique à transmission, des 

spores d’Alicyclobacillus acidoterrestris traitées. Le cœur de la spore est vidé de toutes 

substances et la membrane est fortement endommagée (120). Les spores de Clostridium 

botulinum et Clostridium sporogenes sont également sensibles à la combinaison du traitement 

haute pression-chaleur (119). Toutefois, l’étude de Bull et al. (119) souligne la complexité du 

mécanisme d’action de ces traitements car ces derniers se révèlent être bactéries et milieux-

dépendants.  

 

 

Figure 19. Image d’une spore d’Alicyclobacillus acidoterrestris après un traitement de 600 MPa 
pendant 5 minutes à 80°C (120). 

 

Des chercheurs (118) se sont focalisés sur l’effet du couplage pression-chaleur sur 

deux souches de Clostridium : Clostridium sporogenes et Clostridium perfringens type A 

(souche également utilisée lors de nos expérimentations). La haute pression seule (550 à 650 

MPa) n’a aucun effet sur les spores. Une inactivation des spores est observée lorsqu’il y a 

couplage de la haute pression avec la chaleur. L’étude d’Evelyn et al. (124) montre aussi un 

effet de la combinaison de la pression et de la chaleur (600 MPa, 10 minutes, 73°C) sur 

l’inactivation de spores de C. perfringens dans de la viande de bœuf (Tableau 24). Cette 

association entraînerait une augmentation de la perméabilité de la membrane interne des 

spores.  
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Association ultrasons et chaleur 

 

Le traitement par ultrasons (1 minute) combiné à un choc thermique (10 minutes à 

80°C) permet de réduire rapidement la résistance thermique des spores de Clostridium 

perfringens contenues dans de la viande de bœuf (Tableau 23). L’inactivation des spores par 

la chaleur est deux fois plus rapide si les ultrasons sont appliqués avant la température (125). 

Toutefois, le mécanisme d’action de ces traitements sur les spores de C. perfringens est, à 

l’heure actuelle, inconnu.  

 

 

Traitement thermique 

 

Lorsque des traitements thermiques sont appliqués à des températures supérieures à 

70°C (pasteurisation), il est possible d’obtenir un abattement des spores de Clostridium 

perfringens. Le temps de réduction décimal (= abattement par un facteur 10 de la population 

bactérienne) est compris entre 1 et 60 minutes pour des températures variant de 90 à 100°C 

(126). La chaleur seule peut aussi affecter la germination des spores de C. perfringens. Un 

traitement à 90 ou 100°C appliqué à des spores présentes dans une solution tampon PBS 

pendant 20 minutes entraîne une diminution de plus de 95% de viabilité de ces spores (127) 

(Tableau 23).  

 

Cette diminution de la viabilité des spores (88) serait due à : 

- Un désordre membranaire avec dénaturation des lipides et protéines. 

- Des mutations au niveau des acides nucléiques contenus dans la spore. 

 

Certaines études ont été réalisées avec des matrices « complexes » et non en culture 

pure. Par exemple, un traitement à 110°C durant quelques minutes a permis un abattement 

de 6 log de la concentration en spores de Clostridium perfringens dans du jambon de porc 

(128) (Tableau 23). Dans cette même étude, le temps de réduction décimale varie de 30,6 à 

1,9 minutes pour des températures allant de 90 à 100°C. Pourcher et al. (74) ont aussi pu 

constater qu’une température de 70°C pendant 72 heures permettait un abattement complet 

de la concentration en spores de C. perfringens dans du lisier de porc. Dans cette même étude 

un autre paramètre que la température entre en ligne de compte : le temps d’exposition. 

 

 

Tableau 23. Types et effets des traitements physiques sur les spores de Clostridium perfringens. 

Type de traitement 

physique 
Effets sur les spores Référence 

Haute pression + chaleur 
Germination forcée fragilisant Clostridium (119,122) 

Inactivation des spores (118,124) 

Ultrasons + choc thermique Inactivation des spores (125) 

Chaleur 
Diminution de la viabilité des spores (127) 

Abattement de la concentration en spores (74,126,128) 
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I.4.3.2. Traitements chimiques 

Certains composés chimiques peuvent aussi altérer la résistance des spores. Ils ont un 

effet bactéricide ou bactériostatique. La majorité des résultats présentés est issue des 

données extraites à partir de produits utilisés en hygiénisation agro-alimentaire.  

 

Traitement à partir de molécules extraites à partir de composés naturels 

Les traitements des spores de Clostridium perfringens peuvent être réalisés à partir de 

composés naturels extraits de plantes, d’animaux ou de bactéries. Les résultats sont reportés 

dans le tableau 24. 

 

Extraits de plantes 

L’aldéhyde cinnamique, extrait de l’essence d’écorce de cannelle, a été utilisé pour 

diminuer la germination et la reprise de la croissance de Clostridium perfringens. Ce composé 

a entraîné un abattement d’environ 3 log de la concentration bactérienne dans de la viande de 

bœuf ou de volaille hachés (129,130) (Tableau 24). D’autres huiles essentielles ont également 

été testées. Un mélange huile d’origan + carvacrol + thymol présente les mêmes effets sur les 

spores de C. perfringens que l’aldéhyde cinnamique (130). Les extraits de thé vert ont 

également des vertus antimicrobiennes. La teneur en catéchine dans les extraits de thé vert 

est un élément déterminant de leur pouvoir antimicrobien (131). Un traitement avec un extrait 

de thé vert contenant une teneur importante en catéchine (697 mg de catéchine par gramme 

de thé vert) engendre une inhibition plus importante de la germination et de la reprise de la 

croissance de C. perfringens que du thé vert avec un taux de catéchine plus faible (141 mg de 

catéchine par gramme de thé vert) (131). Ces différents extraits de plantes agiraient au niveau 

membranaire en dénaturant les protéines.  

 

Extrait d’animal 

Le chitosane, substance naturelle issue de la chitine extraite de la carapace de 

crustacés, présente des propriétés hygiénisantes. Cette substance, utilisée comme additif 

alimentaire pour du bœuf ou de la volaille, permet une diminution de la germination et de la 

croissance de C. perfringens de 4 à 5 log (132) (Tableau 24). Son pouvoir antimicrobien 

résiderait en sa capacité à entraîner un désordre membranaire et/ou à la possibilité de se lier 

à des éléments métalliques (fer par exemple) empêchant la croissance bactérienne. 

 

Extrait de bactérie 

La nisine est une bactériocine, produite par Lactococcus lactis. Ses effets sont limités 

sur Clostridium perfringens car cette molécule n’a aucune influence sur la germination des 

spores. Cependant, ce peptide antibactérien permet de stopper la reprise de la croissance de 

C. perfringens à partir des spores ayant subi la germination (133) (Tableau 24). Elle peut agir 

de deux façons différentes :  

- En formant des pores dans la membrane lipidique (perméabilisation de la membrane) 

- En inhibant la synthèse de la paroi cellulaire en se liant à des lipides. 



Delmon Cédric | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  72 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

Tableau 24. Traitement à partir de molécules extraites à partir de composés naturels et effets sur les 

spores de Clostridium perfringens. 

Type de traitement Effets sur les spores Référence 

Extrait de 
plantes 

Aldéhyde 
cinnamique 

Inhibition germination (129) 

huile d’origan + 
carvacrol + 

thymol 
Inhibition germination (130) 

Catéchine Inhibition germination (131) 

Extrait d’animal Chitosane Inhibition germination (132) 

Extrait de 
bactéries 

Nisine Inhibition reprise croissance (133) 

 

Autres composés chimiques 

Les résultats des effets de ces autres composés chimiques sur les spores de Clostridium 

perfringens sont reportés dans le tableau 25. 

Les nitrites : une inhibition de la germination des spores et de la reprise de la croissance de 

C. perfringens est possible grâce à l’action des nitrites (134) (jusqu’à 4 log d’abattement). Les 

nitrites sont souvent utilisés dans des aliments destinés à la consommation humaine. 

Cependant, les chercheurs ont de moins en moins recours à ces derniers car ils peuvent 

former des dérivés cancérigènes dangereux pour la santé. A l’heure actuelle, dans l’industrie 

agro-alimentaire, les nitrites sont remplacés par de l’acide sorbique.  

 

L’acide sorbique est un acide organique pouvant inhiber de près de 50% la germination des 

spores puis la croissance de C. perfringens type A dans un milieu simple (99). Dans des 

matrices complexes telles que de la viande de volaille cuite, cet acide est souvent utilisé en 

tant qu’agent antifongique et n’a pas d’effet sur C. perfringens (99). 

L’acide benzoïque est un autre acide organique également utilisé pour diminuer la 

concentration en agents pathogènes. Cet acide au faible coût et peu toxique présente les 

mêmes effets que l’acide sorbique sur C. perfringens (99).  

Ces deux acides (sorbique et benzoïque) pourraient inhiber la germination en bloquant les 

récepteurs de la germination localisés dans la membrane interne. Ils pourraient aussi interagir 

en interférant sur le signal de transduction entre ces récepteurs et l’acide dipicolinique. 

 

Un mélange de sels d’acide lactique est une autre alternative aux nitrites. Le lactate de calcium 

associé au lactate de potassium et au lactate de sodium permettent une inhibition de la 

germination des spores et de la reprise de la croissance de C. perfringens (135) (entre 4 et 6 

log d’abattement) (Tableau 25) en chélatant les ions nécessaires à la croissance bactérienne. 
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Les phosphates présentent un effet sur la sporulation et sur la reprise de la croissance 

bactérienne après germination (100). Grâce à ce traitement, la sporulation de C. perfringens 

dans du poulet a été inhibée d’environ 5-6 log et la reprise de la croissance après germination 

de 2-3 log (Tableau 25). 

 

L’acide acétique peut diminuer la concentration bactérienne quelle que soit la matrice agro-

alimentaire considérée. Cet agent chimique peut inhiber la germination et la reprise de la 

croissance dans de la dinde (136) (jusqu’à 5 log d’abattement). Il peut également inhiber cette 

reprise dans du bœuf (137) (jusqu’à 7 log d’abattement). Cet acide traverserait la membrane 

plasmique bactérienne sous sa forme non dissociée. Puis, une fois dans le cytoplasme 

bactérien, il y aurait dissociation : les anions inhiberaient les réactions métaboliques et les 

protons diminueraient le pH intracellulaire et entraîneraient un stress. 

 

La lacticine, peptide antibactérien produit par Lactococcus lactis, est plus efficace sur 

l’inhibition de la germination des spores et la reprise de la croissance de C. perfringens 

lorsqu’elle est couplée à du citrate ou du lactate de sodium (138). Un abattement de 3 à 4 log 

est observé avec ce couplage. Les traitements acides potentialisent également les traitements 

physiques. Lorsque les spores de Clostridium perfringens sont baignées dans un milieu 

contenant de l’acide citrique, l’effet de la haute pression et de la chaleur sur l’inactivation des 

spores est encore plus significatif (118).  

 

Tableau 25. Types et effets des traitements chimiques sur les spores de Clostridium perfringens. 

Type de traitement chimique 
Effets sur les 

spores 
Référence 

Nitrites Inhibition germination (134) 

Acide sorbique Inhibition germination (99) 

Acide benzoïque Inhibition germination (99) 

Mélange de sels lactiques Inhibition germination (135) 

Phosphates 
Inhibition sporulation 
+ inhibition reprise 

croissance 
(100) 

Acide acétique Inhibition germination (136,137) 

Lacticine + citrate ou lactate de sodium Inhibition germination (138) 

Acide citrique combiné à haute pression + chaleur 
Inactivation des 

spores 
(118) 
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L’étude bibliographique montre que le traitement de Clostridium perfringens à partir de 

molécules extraites à partir de composés naturels induit surtout une inhibition de la germination 

et non une réelle inactivation des spores.  

 

 

Les résultats ont été obtenus, la plupart du temps, dans des cultures pures et non en 

mélange avec une matrice complexe. Le traitement appliqué a donc une meilleure 

possibilité d’accessibilité cellulaire. D’autre part, ces études ont été menées, la plupart 

du temps, en dehors du contexte de la méthanisation. Peu d’auteurs se sont préoccupés 

des potentiels effets délétères sur la matière organique dans des matrices complexes 

(c’est-à-dire hors culture pure).  
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I.5. Techniques de caractérisation microbiologique des bactéries sporulantes 

 

Différentes techniques de microbiologie sont disponibles pour la recherche et le 

dénombrement de micro-organismes indicateurs ainsi que pour la caractérisation d’effets 

potentiellement bactéricides et/ou sporicides. Cette dernière partie de l’étude bibliographique 

a pour objectif de présenter ces différentes méthodes en focalisant leur intérêt pour l’étude 

des formes sporulantes.  

 

I.5.1. Techniques culturales classiques 

 

Le principe du dénombrement des micro-organismes sur milieux de culture est fondé 

sur leur capacité à se multiplier sur un milieu synthétique, dans des conditions nutritionnelles 

et physiques adaptées. Cette approche de la microbiologie dite « classique », mise au point 

par Robert Koch (1843-1910), a fondé les bases de nos connaissances actuelles sur la 

microbiologie.  

 

Les méthodes normées de détection et de quantification des micro-organismes 

indicateurs sont basées sur des techniques culturales. Ces techniques, facilement 

reproductibles, présentent l’intérêt d’être simplement mises en œuvre en raison de leur faible 

coût (37).  

 

La recherche et le dénombrement des formes végétatives et des spores de bactéries 

anaérobies sulfito-réductrices sont réalisés après ensemencement sur géloses « Glucose 

Viande-Foie » (VF) en conditions anaérobies. L’ensemencement en géloses « Tryptone-

Sulfite-Néomycine » (TSN) permet une recherche spécifique de Clostridium perfringens (139). 

Salsali et al. (66) et Watcha et al. (42) ont ainsi pu respectivement caractériser des boues 

activées et du fumier bovin grâce à ces techniques en milieu gélosé. 

 

Si les techniques culturales restent aujourd’hui les plus répandues, leurs limites sont 

très vite apparues avec l’émergence des techniques moléculaires. Des écarts de 

concentrations bactériennes importants ont été observés entre le dénombrement des micro-

organismes au microscope et par culture. Certaines bactéries présentent une activité 

métabolique sans avoir la capacité de croître sur milieu gélosé. Cet état de « dormance » 

caractérise les bactéries viables mais non cultivables (140) et constitue la principale limite aux 

techniques culturales classiques (Figure 20). 
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Figure 20. Etats physiologiques bactériens dans l’environnement (141). 

 

I.5.2. Microscopie électronique 

 

La microscopie électronique a toujours joué un rôle essentiel dans le domaine de la 

microbiologie. Si cet outil n’est pas des plus appropriés pour la recherche et le dénombrement 

des micro-organismes, son intérêt pour la caractérisation et la compréhension des 

mécanismes générés par des traitements potentiellement bactéricides est majeur. Il apparaît 

d’autant plus adapté à la caractérisation d’effets sur les spores bactériennes (142).  

 

Il existe deux types microscopes électroniques : le microscope électronique à 

transmission (MET) et le microscope électronique à balayage (MEB). Ces deux techniques 

permettent de visualiser en détail la structure bactérienne. Elles utilisent les électrons au lieu 

d’employer la lumière afin d’obtenir une meilleure résolution. 

 

Lorsque la MET est employée, le faisceau d’électrons est accéléré et traverse l’anode 

puis traverse l’échantillon à analyser préalablement fixé avec des métaux lourds ou de la 

résine (143). Les électrons passent à travers une première puis une seconde lentille pour 

ensuite être projeté sur un écran fluorescent. Les électrons sont ainsi transformés en image. 

La caméra située sous l’écran va ainsi capturer l’image qui sera retranscrite sur l’ordinateur. 

Cependant, les images sont obtenues en deux dimensions (115,144) (Figure 21). 

 

Figure 21. Spore de Clostridium perfringens obtenue par microscopie électronique à transmission 
(115). 
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Le MEB va permettre d’obtenir des images en trois dimensions (145) (Figure 22). Cette 

technique utilise également les électrons pour reconstituer une image. Il faut que l’échantillon 

soit recouvert d’un « manteau » de palladium ou d’or (143). Ainsi, les électrons vont réagir 

avec ce manteau afin de produire des électrons secondaires servant à former l’image. Il existe 

deux types de détecteurs au sein de ce microscope : le détecteur d’électrons secondaires et 

le détecteur d’électrons rétrodiffusés. Seul le détecteur d’électrons secondaires est nécessaire 

pour visualiser la structure des spores bactériennes (143). Ces électrons sont convertis en 

lumière puis passent dans un photomultiplicateur afin d’être reconstitués en une seule image. 

Les effets des traitements sur les spores seraient visualisables en trois dimensions (144). 

 

 

 

Figure 22. Spore de Clostridium difficile obtenue par microscopie électronique à balayage (143). 

 

 

Ces deux techniques présentent toutefois des inconvénients communs : elles sont 

opérateur-dépendant, coûteuses et ne permettent pas d’observer les spores vivantes (145). 

Par ailleurs, l’observation d’échantillons biologiques en MET ou en MEB nécessite une 

préparation des échantillons contraignante et rigoureuse qui peut être à l’origine de limitations 

de résolutions si elle n’est pas parfaitement maîtrisée. 

 

I.5.3. Analyses directes via des marqueurs de l’activité métabolique et de l’intégrité 

membranaire 

I.5.3.1. Les marqueurs fluorescents 

 

L’utilisation de sondes fluorescentes employées en combinaison avec des techniques 

de comptage appropriées permet aujourd’hui une meilleure compréhension des activités 

métaboliques impliquées dans divers processus biologiques. Un marqueur fluorescent (ou 

fluorochrome) est une molécule capable d'émettre une fluorescence après excitation par une 

source lumineuse. De nombreux fluorochromes permettant d’accéder aux différents états 

physiologiques des micro-organismes sont décrits dans la littérature ; ils conduisent à la 

détection de paramètres structuraux et/ou fonctionnels (Figure 23). 
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Figure 23. Sites cellulaires cibles des sondes fluorescentes pouvant mettre en évidence des 
paramètres structurels et/ou fonctionnels dans une bactérie (146). 

 

Différents marqueurs fluorescents peuvent aisément mettre en évidence l’activité 

métabolique de cellules végétatives. En revanche, la structure des formes sporulées rend 

impossible la pénétration des substrats fluorescents à l’intérieur de la cellule (147). Cette 

spécificité complique l’utilisation de marqueurs fluorescents pour mettre en évidence les 

différents stades physiologiques des formes sporulantes et restreint considérablement le choix 

des fluorochromes. Le tableau 26 présente les principaux marqueurs fluorescents utilisés en 

simple ou double marquage décrits dans la littérature. 
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Tableau 26. Marqueurs fluorescents utilisés sur des bactéries sporulantes. 

Souches bactériennes Fluorochromes 
Références 

bibliographiques 

Bacillus licheniformis Syto16 / PI (148) 

Bacillus subtilis Syto16 / PI (149) 

Clostridium beijerinckii CFDA/PI (150) 

Paenibacillus polymyxa 

(Bacillus polymyxa) 
Syto13/PI (151) 

Pseudoclostridium 

thermosuccinogenes 
CFDA/PI (152) 

Clostridium beijerinckii 
CFDA/PI 

Syto9/PI 
(147) 

Bacillus sp. CTC-Live/Dead BacLight (153) 

Alicyclobacillus 

acidoterrestris 
Syto16/PI (120) 

Bacillus cereus Syto16/PI (154) 

Bacillus cereus Syto16/PI (155) 

Geobacillus 

stearothermophilus 
Syto9 (156) 

Clostridium beijerinckii 

Clostridium tetanomorphum 
CFDA/PI (157) 

 

I.5.3.2. Visualisation de la fluorescence 

 

Chaque marqueur fluorescent présente une longueur d’onde d’émission et d’absorption 

spécifique. Différentes méthodes de visualisation sont disponibles : 

- La microscopie à épifluorescence ; 

- La cytométrie en flux (CMF) ; 

- L’imagerie en flux. 

 

La microscopie en épifluorescence est une technique performante devenue une 

méthode de référence pour le comptage de cellules après marquages fluorescents. Elle 

connaît de multiples applications, que ce soit dans le cadre d’analyse de souches pures ou 

d’échantillons issus d’écosystèmes complexes (158). L’analyse d’image assistée par 

ordinateur permet de reconnaître différents paramètres morphométriques (longueur, largeur, 

surface, périmètre) et de quantifier les cellules. Toutefois, son utilisation est longue et 

fastidieuse et ne conduit qu’à une vision partielle de l’échantillon. 
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La visualisation de la fluorescence peut également être effectuée par cytométrie en 

flux (CMF). Son principe repose sur l’analyse, une à une, de cellules en suspension défilant 

dans une gaine liquide devant un faisceau laser. Diverses mesures optiques peuvent être 

réalisées : absorption, réfraction ou fluorescence. Initialement développée pour des 

applications sur des cellules eucaryotes, les applications de cette technique en microbiologie 

sont aujourd’hui nombreuses, y compris pour l’étude de formes sporulantes 

(147,150,157,159). Par cette technique, le niveau d’information apporté sur une population 

bactérienne, préalablement marquée avec des substrats fluorescents, est considérable. La 

vitesse d’acquisition, la sensibilité de détection ainsi que l’analyse quantitative 

multiparamétrique constituent ses principaux avantages. En revanche, l’analyse étant qu’à un 

unique instant donné, elle ne permet pas d’étude cinétique portant sur une même cellule. Elle 

ne permet pas non plus de disposer d’images des cellules analysées.  

 

L’imagerie en flux (IMF) combine les avantages de la CMF et de l’imagerie 

photonique, permettant ainsi d’obtenir des données quantitatives de fluorescence et des 

informations morphologiques sur des cellules en suspension. L’imageur en flux est considéré 

comme un cytomètre en flux de seconde génération. Il associe la vitesse et la sensibilité de 

détection des cytomètres en flux actuels à de l’imagerie détaillée et les informations 

fonctionnelles de la microscopie. Très peu d’applications en microbiologie sont rapportées 

dans la littérature (160).  

 

Une partie de ce travail consistait à caractériser les effets d’un traitement acido-

thermique d’un point de vue microbiologique :  

- à l’échelle du procédé, afin d’évaluer le potentiel hygiénisant de ce pré-

traitement et ainsi préjuger d’applications potentielles ; 

- à l’échelle cellulaire, afin d’améliorer les connaissances fondamentales des 

mécanismes mis en jeu. 

 

Le choix de la technique de caractérisation a été effectué en tenant compte du niveau 

d’information requis. Ainsi, à l’échelle du procédé, une caractérisation microbiologique 

par techniques culturales classiques a été privilégiée. A l’échelle cellulaire, les effets 

bactéricides du traitement ont été évalués par CMF. Enfin, un protocole d’analyse de 

Clostridium perfringens par IMF a été développé.  
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BILAN DE L’ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 

L’étude bibliographique a montré que, pour atteindre un effet réellement 

sporicide sur Clostridium perfringens dans des cultures pures ou dans des matrices 

complexes telles que les intrants de méthaniseurs agricoles (déjections animales 

notamment), il fallait utiliser des procédés très énergivores, soit seul soit en couplage.  

Dans le cadre de notre étude, il est important de rappeler que les traitements 

appliqués doivent, dans l’idéal, représenter un faible coût énergétique car ils sont 

utilisés dans le cadre de la méthanisation agricole ayant pour but de produire de 

l’énergie et non d’en consommer.  

Cette étude bibliographique nous a permis de sélectionner certains types de pré-

traitements des intrants et d’envisager leur mise en œuvre en tenant compte de l’aspect 

énergétique et de leurs mécanismes d’action sur les formes sporulées. Ainsi, un 

traitement thermique de type pasteurisation, un traitement chimique par des AGV (en 

mélange) et un couplage des deux traitements ont été choisis et mis en œuvre, de 

manière originale, pour atteindre notre objectif d’hygiénisation des digestats de 

méthaniseurs agricoles. Tout au long de ce travail, nous avons eu le souci d’évaluer 

l’efficacité d’hygiénisation et le mode d’action sur les différentes formes de Clostridium 

perfringens via des techniques pointues en collaboration avec la plate-forme BISCEm 

d’analyse du CBRS à l’Université de Limoges. Mais nous avons aussi eu le souci de 

vérifier que les traitements hygiénisants n’étaient pas préjudiciables au procédé de 

méthanisation et, en particulier, au rendement de production de biogaz, faisant de cette 

étude un travail fortement pluridisciplinaire.  
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Chapitre II. Matériel et méthodes 
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Ce chapitre présente la méthodologie mise en œuvre pour étudier un sujet très 

pluridisciplinaire allant du génie des procédés à l’étude de la cellule. Il s’agit ici d’expliquer les 

différentes méthodes (et matériels associés) permettant de répondre à la problématique de 

l’hygiénisation des intrants de la digestion anaérobie agricole avec l’idée sous-jacente d’une 

hygiénisation concomitante des digestats épandus. La méthanisation agricole est en plein 

essor en France, et l’épandage des digestats pose de nombreuses questions comme nous 

l’avons vu dans la bibliographie. Dans cette étude nous nous sommes concentrés sur l’intrant 

le plus difficile à hygiéniser tant par sa charge en micro-organismes que par la complexité de 

sa structure : le fumier qui est notre matrice de départ. La méthodologie utilisée est de type 

« entonnoir » :  

 

• Dans un premier temps, des pré-traitements d’hygiénisation ont été appliqués à du 

fumier brut (Figure 24). Puis, l’impact du procédé d’hygiénisation sur du fumier brut a 

été étudié sur différents micro-organismes pathogènes présents dans l’échantillon par 

des méthodes microbiologiques conventionnelles. Concernant l’hygiénisation, les 

matériels et méthodes de trois familles de pathogènes sont présentés : les spores de 

Clostridium perfringens, Escherichia coli et les entérocoques. Enfin, le pré-traitement 

d’hygiénisation ne doit pas être préjudiciable à la production de biogaz. C’est pourquoi 

une évaluation des effets des pré-traitements sur le potentiel méthanogène du fumier 

a été réalisée via des tests conventionnels de type BMP et décrits au paragraphe 

II.1.5.2.  

 

• Dans un second temps, une analyse approfondie de l’effet des pré-traitements 

d’hygiénisation à l’échelle de la cellule est réalisée. Pour ce faire, les mêmes procédés 

d’hygiénisation ont été appliqués à une culture pure de Clostridium perfringens, espèce 

a priori la plus récalcitrante. Pour le traitement issu de la combinaison AGV / 

Pasteurisation, l’échantillon a été aussi été chauffé à T24h et T48h d’incubation avec les 

AGV. Deux méthodes d’imagerie (la cytométrie en flux et l’imagerie en flux) ont été 

utilisées pour mener des investigations à l’échelle cellulaire (Figure 25).  

 

Compte tenu de la pluridisciplinarité du sujet, les figures ci-dessous, présentent la 

méthodologie suivie dans ce travail.  
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Figure 24. Schéma méthodologique des investigations menées lors des pré-traitements des intrants 
en conditions réelles sur l’hygiénisation et sur le pouvoir méthanogène. 

 

 

 

Figure 25. Schéma méthodologique des investigations menées sur la compréhension mécanistique 
des pré-traitements d’hygiénisation. 
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II.1. Caractérisation des effets des pré-traitements à l’échelle du réacteur 

II.1.1. Substrats : origine et préparation de la matrice 

 

La matrice agricole utilisée lors de nos analyses est du fumier bovin (Figure 26). Ce 

dernier a été prélevé au sein d’une ferme comportant plus de 700 bovins de race limousine 

près de Limoges (Haute-Vienne, France). Ces déjections bovines ont été choisies pour être 

prétraitées car elles représentent un des principaux intrants utilisés lors de la digestion 

anaérobie agricole. Le fumier a été prélevé sur une plate-forme de stockage en ciment. Des 

prélèvements ont été réalisés de manière verticale et horizontale dans le tas de fumier puis 

mélangés.  

 

Figure 26. Photographie du tas de fumier prélevé. 

 

Ce fumier a été conservé, après prélèvement, en chambre froide à 4°C au maximum 7 

jours afin de limiter une éventuelle activité biologique dans la matrice. La matrice a été 

caractérisée sur les plans physico-chimique (cf paragraphe II.1.2) et microbiologique avant et 

après le traitement d’hygiénisation.  

 

 

II.1.2. Caractérisation physico-chimique 

II.1.2.1. Matières Sèches (MS) 

 

Les matières sèches correspondent à la masse de fumier obtenue après un séchage 

spécifique en étuve suivant la norme NF EN 15934 (161). Pour calculer la teneur en matières 

sèches, des creusets en porcelaine vides sont pesés (masse a). On pèse ensuite environ 50 

g de fumier brut dans le creuset vide (masse b). Le creuset est ensuite placé dans une étuve 

à 105°C durant une nuit. Il est ensuite placé dans un dessiccateur afin de le refroidir dans une 

atmosphère dépourvue d’humidité, on pèse de nouveau le creuset, on note cette masse 

(masse c). Le calcul (Equation 1) ci-dessous permet d’obtenir la teneur en matières sèches 

exprimée en gramme de matière sèche (gMS) par gramme de matière brute (gMB) :  
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Equation 1 : (𝑐 − 𝑎) (𝑏 − 𝑎)⁄ = 𝑥 𝑔𝑀𝑆 ∕ 𝑔𝑀𝐵 

Avec a, b, et c les masses pesées en gramme. Les manipulations sont reproduites en triplicat. 

 

II.1.2.2. Matières Volatiles (MV) 

 

La méthode utilisée suit la norme NF EN 15935 (162). Les creusets contenant le résidu 

sec (après séchage à 105°C, masse c) sont placés durant 2 heures dans un four à 550°C 

(Nabertherm®). Après calcination à 550°C, les creusets sont de nouveau pesés, on notera 

cette masse d. La teneur en matières volatiles est calculée selon l’Equation 2, elle est exprimée 

dans cette étude en gramme de matière volatile (gMV) par gramme de matière brute (gMB) : 

 

Equation 2 : (𝑐 − 𝑑) (𝑏 − 𝑎)⁄ = 𝑥 𝑔𝑀𝑉 ∕ 𝑔𝑀𝐵 

Avec a, b, c et d les masses exprimées en gramme. La manipulation est réalisée en triplicat. 

 

II.1.2.3. pH 

 

Cette mesure a été choisie parmi d’autres car le pH a une forte influence sur le potentiel 

de méthanisation qui doit être compris entre 7 et 7,5 afin que la méthanisation puisse être 

entreprise en laboratoire avec le fumier traité. Le pH des fumiers traités et témoin a été mesuré 

grâce au pH-mètre Fisher Scientific Accumet AE150®, la précision sur la mesure est de ± 

0,01. Pour cela, cette mesure a été effectuée sous agitation avec un volume de 10 mL de 

fumier homogénéisé jusqu’à stabilisation du pH. 

 

II.1.3. Pré-traitements appliqués au fumier 

 

La préparation de l’échantillon ainsi que l’ensemble des traitements appliqués au 

fumier bovin sont récapitulés dans le tableau 27 et la figure 27 et effectués en triplicat. Une 

mesure du pH a été réalisée après chaque pré-traitement afin de s’assurer que le pré-

traitement soit compatible avec celui d’une digestion anaérobie. 

 

Préparation de l’échantillon (Figure 27) : 20 g de fumier brut ont été introduits dans des 

erlenmeyers stériles de 250 mL. 180 mL d’eau stérile ont ensuite été ajoutés puis le mélange 

a été homogénéisé à l’aide d’une spatule. 
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Figure 27. Préparation et traitements appliqués sur le fumier bovin (en triplicat). 

 

 

 

Tableau 27. Pré-traitements appliqués sur le fumier 

Pré-traitements 

Pré-traitements 

acides 

Pré-traitement 

thermique 

Pré-traitements 

acido-thermiques 

1,5 g/L 

1 heure à 70°C 

1,5 g/L + 1 heure à 

70°C 

3 g/L 
3 g/L + 1 heure à 

70°C 

6 g/L 
6 g/L + 1 heure à 

70°C 
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II.1.3.1. Traitement du fumier par des acides faibles : les AGV 

 

Le pré-traitement acide a été réalisé avec des acides faibles de type AGV. Un mélange 

équimolaire d’acides acétique (Carlo Erba®), propionique et butyrique (Acros Organics®) 

constitue le pré-traitement appliqué à la matrice complexe. Ces acides font partie de la famille 

des acides gras volatils. Ainsi, les effets sur les bactéries pathogènes peuvent être dus à la 

fois, à la diminution du pH du milieu mais également aux propriétés chimiques de ces acides 

qui influent aussi sur leur mode d’action (cf étude bibliographique). Comme indiqué dans la 

figure 27, des concentrations croissantes en AGV ont été appliquées au fumier brut : 1,5, 3 et 

6 g/L. La manipulation est réalisée en triplicat. 

 

Les AGV sont des acides faibles qui peuvent exister sous deux formes : 

- la forme moléculaire notée couramment AH ; 

- la forme anionique notée A-. 

 

Comme évoqué dans la bibliographie, ces acides faibles (Tableau 28) peuvent se 

retrouver sous forme moléculaire ou sous forme anionique en fonction du pH du milieu et du 

pKa des AGV utilisés. Lorsque le pH est inférieur à pKa – 1, ils se retrouvent majoritairement 

sous forme moléculaire. Inversement, lorsque le pH est supérieur à pKa + 1, ils se retrouvent 

sous forme anionique. Lorsque le pH est compris entre pKa – 1 et pKa + 1, la proportion des 

formes moléculaire et anionique est du même ordre de grandeur. 

 

Tableau 28. Formule chimique et pKa des acides gras volatils employés lors des expérimentations 

Acide Gras Volatil 
Formule chimique semi-

développée 
pKa de l’acide 

Acide acétique  

(ou éthanoïque) 
CH3-COOH 4,76 à 25°C 

Acide propionique  

(ou propanoïque) 
CH3-CH2-COOH 4,87 à 25°C 

Acide butyrique  

(ou butanoïque) 
CH3-(CH2)2-COOH 4,81 à 25°C 

 

II.1.3.2. Traitement thermique du fumier par pasteurisation 

 

Le traitement thermique appliqué correspond à la température de pasteurisation (163) 

utilisée dans le domaine de l’agro-alimentaire. Pour cela, l’erlenmeyer contenant le fumier 

homogénéisé est plongé dans un bain-marie et maintenu pendant 1 heure à 70°C par contrôle 

de la température dans l’erlenmeyer. La manipulation est réalisée en triplicat.  

 

II.1.3.3. Traitement acido-thermique du fumier 

 

Le traitement acido-thermique est décrit sur la figure 27, ligne III. Il s’agit de la 

combinaison du traitement acide (1,5 ou 3 ou 6 g/L) décrit au paragraphe II.1.3.1 et du 
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traitement thermique (1 heure à 70°C au bain-marie) décrit au paragraphe II.1.3.2. La 

manipulation est réalisée en triplicat. 

 

II.1.4. Caractérisation microbiologique 

 

La caractérisation microbiologique des fumiers bovins avant et après traitement a été 

réalisée en sélectionnant trois micro-organismes « indicateurs » de l’efficacité d’hygiénisation 

des traitements : les spores de Clostridium perfringens, Escherichia coli et les entérocoques. 

 

II.1.4.1. Dénombrement des spores de Clostridium perfringens 

 

Clostridium perfringens est une bactérie au métabolisme respiratoire anaérobie et 

capable de sporuler lorsqu’elle est soumise à des conditions de stress importantes. Ainsi, la 

forme sporulée représente la forme résistante de la bactérie et le dénombrement des spores 

constitue donc une bonne mesure indicatrice de l’efficacité d’un traitement d’hygiénisation.  

 

Le milieu de culture utilisé pour dénombrer spécifiquement C. perfringens est le milieu 

TSN (Tryptone-Sulfite-Néomycine, BK 001HA Biokar Diagnostics®). La néomycine et la 

polymixine B, antibiotiques contenus dans ce milieu, permettent un isolement et un 

dénombrement sélectifs de C. perfringens. Les milieux sont préparés dans des tubes à visser 

contenant 20 mL de milieu TSN.  

 

Afin de quantifier uniquement les spores de C. perfringens, un traitement thermique de 

l’échantillon, préalable au dénombrement, est nécessaire (Figure 28). Lors de nos analyses, 

3 mL de la phase soluble du fumier homogénéisé est donc traité thermiquement dans un bain-

marie pendant 10 minutes à 80°C suivant la norme NF V08-250 (164). Puis, le tube à essai, 

ainsi traité, est placé dans un bain de glace. Des dilutions décimales de l’échantillon sont 

ensuite réalisées dans de l’eau stérile sous un poste de Sécurité Microbiologique (PSM).  

 

De façon simultanée, les tubes contenant 20 mL du milieu TSN sont placés au bain-

marie quelques minutes à 90°C afin de liquéfier le milieu et permettre ainsi un ensemencement 

de 1 mL de chaque dilution décimale par tube TSN. L’ensemencement de chaque dilution 

décimale est effectué en duplicat et les tubes sont placés 24 heures à l’étuve à 46°C (Figure 

28). Des colonies noires vont alors se former dans les tubes. La lecture et le dénombrement 

ne sont exploitables que lorsque le nombre de colonies par tube est inférieur ou égal à 10. 
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Figure 28. Méthode de dénombrement des spores de Clostridium perfringens au sein du fumier 
bovin. 

 

II.1.4.2. Dénombrement des Escherichia coli 

 

Escherichia coli constitue un indicateur de contamination fécale couramment recherché 

afin de renseigner sur l’efficacité d’un traitement d’hygiénisation. Des microplaques contenant 

du milieu MUG (4-méthylumbelliféryl-β-D-glucuronide, BT00108, Biokar Diagnostics®) sont 

utilisées lors des analyses afin de dénombrer E. coli dans le fumier traité (Tableau 29).  

 

Ce MUG est présent sous forme déshydratée au fond des puits des microplaques. La 

recherche de E. coli, avec ce dispositif, est basée sur sa capacité à hydrolyser le MUG en 4-

méthylumbelliférone et son glucuronide correspondant. Escherichia coli possède une enzyme 

spécifique, la β-D-glucuronidase, capable d’entraîner cette hydrolyse. Cette méthode suit la 

norme expérimentale CEN/TR 15214-2 (165) qui, elle-même, s’inspire de la norme NF EN ISO 

9308-3 (166). 

Une première dilution de l’échantillon de fumier homogénéisé est réalisée au dixième 

avec du sel marin synthétique avec bleu de bromophénol (diluant, BM088, Biokar 

Diagnostics®) car le fumier est trop épais pour être ensuite prélevés par la pipette multi-canaux 

(Figure 29). Puis, 18 mL de l’échantillon de fumier dilué au dixième sont incorporés dans des 

tubes prêt à l’emploi contenant ce sel marin pour obtenir une dilution au 1/20ème. Des dilutions 

décimales sont effectuées dans ce même diluant (Figure 29). Des dilutions allant de 1/20ème 

au 1/2000000ème sont ainsi obtenues.  

Grâce à une pipette multi-canaux ayant 8 embouts stériles, 200 µL sont répartis dans 

chacun des puits de la microplaque. Ainsi, 6 dilutions successives (16 puits par dilution) 

peuvent être réalisées dans une seule microplaque. Les microplaques sont ensuite placées 

dans une étuve à 44°C durant au moins 36 heures et jusqu’à 72 heures (Figure 29). Une lampe 

UV réglée à une longueur d’onde de 366 nm est utilisée pour compter les puits positifs 

(fluorescence bleue émise par la 4-méthylumbelliférone). Le dénombrement permet ainsi de 

déterminer le nombre caractéristique qui permettra ainsi de calculer le NPP (Nombre le Plus 

Probable) (Equation 3). Ce dénombrement est basé sur la loi de Poisson et l’écart-type est 

obtenu grâce au programme de calcul initié par Jarvis et al. (167) (Equation 4).  
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II.1.4.3. Dénombrement des entérocoques 

 

Ces agents pathogènes, indicateurs de contamination fécale, sont dénombrés grâce à 

l’utilisation de microplaques contenant le milieu MUD sous forme déshydratée (4-

méthylumbelliféryl-β-D-glucopyranoside, BT00308, Biokar Diagnostics®) (Tableau 29). Le 

principe est le même que celui décrit précédemment au paragraphe II.1.4.2. Les entérocoques 

sont capables d’hydrolyser le MUD en 4-méthylumbelliférone et glucose grâce à l’enzyme β-

D-glucosidase. Le mode opératoire est identique à celui des microplaques MUG utilisées pour 

le dénombrement des Escherichia coli. Le principe de comptage est également semblable à 

celui utilisé pour E. coli. Toutefois, la norme suivie dans le cadre des entérocoques est la 

norme NF EN ISO 7899-1 (168). 

 

 

 

Figure 29. Méthode de dénombrement des Escherichia coli et des entérocoques au sein du fumier 
bovin. 

 

 

Tableau 29. Milieux et conditions nécessaires pour le dénombrement des agents pathogènes dans du 

fumier après application des pré-traitements. 

Agent pathogène Milieu de culture 
Température et temps 

d’incubation 

Spores de Clostridium 

perfringens 
Tubes TSN 24 heures à 46°C 

Escherichia coli Microplaques MUG 36 à 72 heures à 44°C 

Enterococcus sp. Microplaques MUD 36 à 72 heures à 44°C 

 

 

II.1.5. Evaluation des effets générés par les pré-traitements 

II.1.5.1. Mesure du potentiel hygiénisant sur la matrice 

 

Concernant le dénombrement des Escherichia coli et entérocoques par microplaques, 

le nombre caractéristique de 3 chiffres, déterminé à partir du nombre de puits positifs par 

dilution, doit se terminer dans le meilleur des cas par 0 (= absence de puit positif pour la 

dernière dilution considérée). 
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A partir de ce nombre caractéristique, le Nombre le Plus Probable (NPP) peut être 

calculé en résolvant cette équation (Jarvis et al. (167)) : 

 
Avec k, le nombre total de dilutions ; n, le nombre total de puits par dilution ; x, le nombre de puits 

positifs par dilution ; d, le facteur de dilution ; w, le volume par puits ; �̂� la concentration bactérienne. 

 

L’écart-type de ce NPP est calculé selon l’équation suivante (Jarvis et al. (167)) :  

Equation 4 : 𝐸𝑐𝑎𝑟𝑡 − 𝑡𝑦𝑝𝑒 𝑁𝑃𝑃 = 𝑙𝑜𝑔10 𝑒√𝜎2 𝑙𝑛 �̂� 

𝑎𝑣𝑒𝑐 𝜎2 𝑙𝑛 �̂� =  
𝑉𝑎𝑟 (�̂�)

�̂�²
  

 

Afin de connaître le pouvoir hygiénisant des différents pré-traitements appliqués sur le 

fumier bovin, une caractérisation microbiologique avant et après traitements a été réalisée. 

Grâce à ces mesures de concentrations, le pourcentage d’abattement de la concentration en 

agents pathogènes peut être calculé selon la formule suivante :  

 

Equation 5 : 𝑙𝑜𝑔(𝐶𝑖 ∕ 𝐶𝑓) × 100 = 0
0⁄  𝑑′𝑎𝑏𝑎𝑡𝑡𝑒𝑚𝑒𝑛𝑡 

Ci = concentration initiale bactérienne (avant traitement). 

Cf = concentration finale bactérienne (après traitement). 

 

II.1.5.2. Evaluation du potentiel méthanogène des fumiers traités 

 

L’influence des pré-traitements sur le potentiel méthanogène du fumier brut a été 

évaluée selon la méthode standardisé de la mesure du BMP. Ces tests consistent à reproduire 

en batch, dans les conditions de température du digesteur industriel, la digestion anaérobie 

d’un intrant ou d’un mélange d’intrants. L’objectif est de connaître la capacité maximale de 

méthanisation d’un échantillon, dans des conditions optimales de fonctionnement. Les tests 

BMP sont réalisés dans un volume constant à partir d’un ratio inoculum/substrat (ou intrant) 

bien défini pour être dans des conditions optimales et la quantité de biogaz produite est 

mesurée jusqu’à l’obtention d’une quantité maximale de biogaz. L’inoculum provient en 

général d’un digesteur industriel traitant déjà le même type d’intrant.  

 

II.1.5.2.1. Inoculum utilisé 

 

Un inoculum est nécessaire pour mesurer le potentiel méthanogène. L’inoculum, utilisé 

lors de nos expérimentations, est issu du contenu du digesteur issu de l’unité de méthanisation 

alimentée en partie par le fumier brut utilisé dans l’étude. Le digesteur opère en mode continu 

infiniment mélangé, en voie liquide avec séparateur de phase. Les digestats (solide et liquide) 

sont valorisés en agriculture. Cette unité de méthanisation fonctionne avec un mélange de 

plusieurs intrants afin de produire du biogaz. Parmi ces intrants, du fumier bovin et des résidus 

de céréales sont incorporés au méthaniseur. A ces résidus agricoles, s’ajoutent d’autres 

intrants comme des déchets de cultures fruitières (pommes en l’occurrence). Le méthaniseur 

produit en moyenne 1400 m3 de biogaz quotidiennement. Les matières sèches, matières 
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volatiles et pH de l’inoculum ont été mesurés en laboratoire suivant la méthode énoncée au 

chapitre précédent. Compte tenu de la texture et de la siccité de l’inoculum, les MS et MV 

peuvent être mesurées. Le prélèvement de l’inoculum pour les tests BMP a été réa lisé en 

même temps que l’échantillon de fumier, afin d’éviter un stockage trop long pouvant entraîner 

une dénaturation de la matière. 

 

II.1.5.2.2. Dispositif/Protocole expérimental de réalisation des tests BMP sur le fumier 

traité 

 

Des tests de potentiel méthanogène (ou tests BMP) ont été réalisés en laboratoire. Les 

tests BMP permettent de mesurer la production de méthane associée à la dégradabilité 

anaérobie de la matière organique (169).  

 

Ces tests permettent de comparer la production de méthane produite par le fumier brut 

et le fumier prétraité afin d’estimer l’impact du prétraitement sur la production de méthane. Ces 

derniers ont été réalisés en triplicat pour chaque type de fumier (prétraité ou non). Le ratio 

inoculum/substrat utilisé lors des analyses, exprimé en grammes de matière volatile, est un 

ratio 4/1. Plusieurs études ont démontré que ce ratio permet de mesurer le rendement maximal 

de méthane produit par un substrat agricole (169,170). Ce ratio est optimal pour permettre une 

production optimale de biogaz par l’intrant de type solide.  

 

Les manipulations sont réalisées dans des flacons Schott® en verre de 1L, fermée 

avec un bouchon étanche mais permettant un piquage pour le dégazage des fioles. Selon la 

méthode préconisée par Bachmann et al. (169) pour ce type d’échantillons, la concentration 

en matières volatiles (MV) totale (substrat + inoculum) dans chaque flacon doit atteindre 

environ 40 g MV/L. Le volume maximal inoculum + substrat par flacon en verre est de 400 mL, 

ce qui représente 40% du volume total. Ce volume maximal, identique pour l’ensemble des 

échantillons, permet de laisser un ciel gazeux important de 600 mL pour la production de 

biogaz. 

 

Lors de nos expérimentations, la concentration en inoculum dans les 400 mL est fixée 

à 35 g MV/L. A cet inoculum, on ajoute une masse d’échantillon (en g de MV) permettant de 

respecter le ratio inoculum/substrat de 4/1. Enfin, de l’eau distillée est ajoutée si le volume 

inoculum + substrat introduit dans le flacon n’est pas égal à 400 mL. Des flacons en verre 

contenant uniquement de l’inoculum dans les mêmes proportions sont également préparés en 

triplicat. Ces flacons sont appelés témoins car ils permettent de mesurer la production de 

biogaz de l’inoculum seul. En retranchant cette quantité à celle des flacons contenant les 

échantillons on peut obtenir le volume de biogaz produit par l’échantillon (fumier traité ou non) 

seul. Les tests BMP ont été opérés en conditions thermophiles à 55°C (Figure 30) (température 

de digestion anaérobie la plus importante) afin d’évaluer le potentiel hygiénisant maximal. 
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Figure 30. Préparation des tests BMP avec différents fumiers (pré-traités ou non). 
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II.1.5.2.3. Mesure de la production de biogaz 

 

Des mesures de la production de biogaz de chaque flacon ont été réalisées 

quotidiennement grâce à un système de type eudiomètre (Figure 31). Ce système consiste à 

mesurer la production de biogaz dans le ciel gazeux de l’échantillon, grâce à une éprouvette 

graduée remplie d’eau à pH 2. L’eau est à pH 2 afin de favoriser la présence du CO2 (composé 

du biogaz) et ainsi de ne pas perdre une partie du biogaz produit.  

Le septum du bouchon étanche est percé avec une aiguille fine d’un diamètre de 0,8 

mm (Braun®) reliée à un tuyau remontant dans l’éprouvette. La production de biogaz 

(exprimée en mL) peut être mesurée par déplacement du volume d’eau grâce à la libération 

du mélange gazeux de chaque flacon. 

 

 

Figure 31. Mesure quotidienne de la production de biogaz par un système de type eudiomètre. 

 

La mesure de la composition de biogaz (méthane et CO2) de chaque flacon a été 

réalisée de façon hebdomadaire par chromatographie en phase gazeuse. L’appareil utilisé est 

la micro GC 490 Agilent® comportant 2 colonnes : une colonne Molsieve 5A et une colonne 

PoraPlotU (Agilent®). La première colonne permet la mesure du CH4 et la seconde mesure la 

proportion de CO2. Le gaz vecteur utilisé pour ces mesures est l’hélium. 10 µL de biogaz sont 

prélevés par flacon. Afin de connaître le volume de méthane (exprimé en mL de CH4 par g de 

MV) produit par chaque flacon, le pourcentage de méthane, mesuré par la micro GC, est 

appliqué au volume cumulé de biogaz mesuré sur la durée de l’expérience. Le volume tota l de 

méthane est connu en répétant cette méthode toutes les semaines jusqu’à la fin de la 

production de biogaz. Les tests BMP sont considérés comme terminés lorsque la production 

de biogaz est faible (inférieure à 10 mL par jour).  

 

La production nette de biogaz par le fumier prétraité ou non prétraité a été calculée en 

la soustrayant à la production endogène des tests BMP d’inoculum seul (Equation 6). Ce 

même calcul a été appliqué afin de calculer la production nette de méthane par le fumier 

prétraité ou non prétraité. 
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Equation 6 : 

a) Volume net (biogaz fumier) (mL) = Volume biogaz (fumier + inoculum) – Volume biogaz (inoculum seul) 

b) Volume net (méthane fumier) (mL) = Volume net (biogaz fumier) (mL) × (% CH4) 

c) Volume net (méthane fumier) (mL/gMV) = Volume net (méthane fumier) (mL) / Quantité de fumier 

(gMV) 

 

II.1.5.3. Analyses statistiques 

 

Des analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel XLStat® (Addinsoft, France). 

Des tests ANOVA ont été menés afin d’évaluer l’impact des différents traitements sur 

l’hygiénisation de la matrice ainsi que sur le potentiel méthanogène. Des comparaisons de 

moyennes de concentrations bactériennes (avant et après traitement) ainsi que des 

comparaisons de moyennes de production de méthane (avec ou sans traitement) ont pu être 

analysées statistiquement grâce à des tests de Tukey (p-value ≤ 0,05). Des tests de corrélation 

de Pearson ont également été utilisés afin d’observer un éventuel effet-dose des traitements 

acides sur l’abattement de la concentration des différents agents pathogènes. 

 

II.2. Caractérisation des effets des pré-traitements à l’échelle bactérienne 

 

Dans cette partie, l’objectif est d’analyser plus finement les effets des traitements à 

l’échelle cellulaire. La matrice de départ, le fumier étant extrêmement complexe de par sa 

structure et sa composition, il a été nécessaire de travailler en culture pure pour travailler en 

imagerie.  

 

II.2.1. Souche bactérienne utilisée et techniques de culture 

II.2.1.1. Souche bactérienne 

 

Une souche lyophilisée de Clostridium perfringens type A (CIP 60.60, Institut Pasteur) 

est utilisée lors de ces expérimentations (Tableau 30). Ce bacille Gram positif a été sélectionné 

pour sa capacité à produire des spores (forme de résistance de la bactérie) Cette propriété 

confère à Clostridium la capacité à être une bactérie très difficile à éliminer dans des matrices 

complexes.  
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Tableau 30. Caractéristiques de Clostridium perfringens (en conditions de laboratoire) (139,171). 

Forme Bacille 

Coloration Gram Positif 

Atmosphère d’incubation Anaérobie stricte 

Température optimale de 

dénombrement 
46°C 

Température limite de 

croissance 
10-52°C 

pH optimal de croissance 6-7 

pH limite de croissance 5-8,3 

 

 

II.2.1.2. Milieux de croissance et de sporulation 

II.2.1.2.1. Culture en milieu solide 

 

Le milieu TSN (Trytpone-Sulfite-Néomycine, Biokar Diagnostics®) a été utilisé pour la 

croissance de la souche sur milieu solide. Le TSN permet l’isolement sélectif et le 

dénombrement de Clostridium perfringens dès 24 heures après incubation sous atmosphère 

anaérobie à 46°C (Tableau 31). Des jarres et des sachets Gaspak EZ® (Anaerobic system 

with Indicator, référence 260001, BD®) sont nécessaires pour l’incubation anaérobie des 

milieux TSN. Un repiquage sur milieu TSN ainsi qu’un renouvellement des sachets entraînant 

l’anaérobiose sont réalisés toutes les 3 semaines. 

 

II.2.1.2.2. Culture en milieu liquide 

 

Pour obtenir cette souche bactérienne en milieu liquide et faire croître les formes 

végétatives, le milieu TSB (Trypto-Caséine Soja, Biokar Diagnostics®) a été utilisé (Tableau 

31). Ce milieu bactérien est un milieu nutritif non sélectif permettant la croissance de 

nombreuses bactéries. Il a été utilisé en tubes à visser avec ajout de paraffine liquide (Sigma-

Aldrich®) afin d’entraîner une atmosphère anaérobie nécessaire à la croissance de 

Clostridium perfringens. Ces tubes TSB ont été placés à l’étuve à 37°C pendant 24 heures. 

 

II.2.1.2.3. Milieu de sporulation 

 

Un milieu de sporulation liquide spécifique à Clostridium perfringens a été sélectionné 

pour effectuer les différentes expérimentations : le milieu DS (Duncan Strong, QB-39-11-56 

Nutri-Bact®) (Tableau 31). Ce milieu employé pour l’induction de la sporulation de Clostridium 

perfringens a été utilisé en tubes à visser avec ajout de paraffine liquide pour entraîner une 

atmosphère anaérobie et placés à l’étuve à 37°C. 
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Tableau 31. Types de milieux de culture bactériens employés lors des expérimentations sur 

Clostridium perfringens. 

Type de milieu de culture 

bactérien 

Nom du milieu de 

culture 
Conditions opératoires 

Milieu solide 
TSN (Tryptone-Sulfite-

Néomycine) 

46°C sous atmosphère 

anaérobie 

Milieu liquide de croissance 
TSB (Trypto-Caséine 

Soja) 

37°C sous atmosphère 

anaérobie 

Milieu liquide de sporulation DS (Duncan Strong) 
37°C sous atmosphère 

anaérobie 

 

II.2.1.3. Culture biphasique 

 

Afin de séparer l’étape de croissance et l’étape de sporulation de Clostridium 

perfringens, une culture biphasique en milieu liquide a été employée (Figure 32). Ce protocole 

a été adapté à Clostridium perfringens à partir des travaux de Abbas et al. (172). L’approche 

consiste à favoriser la production de biomasse dans une première phase (milieu TSB) et, au 

contraire, de limiter la multiplication des cellules végétatives au profit de la sporulation (milieu 

DS), dans une seconde phase.  

 

Phase 1 

 

Une colonie de Clostridium perfringens issue du milieu TSN (culture de 72 heures) est 

reprise en milieu liquide TSB. La culture est réalisée en erlenmeyers à visser (250 mL) placés 

dans une étuve à 37°C pendant 24 heures afin que les formes végétatives se développent 

(Figure 32). L’anaérobiose est assurée par ajout de paraffine liquide. 

 

Phase 2 

 

Suite à la phase de multiplication de Clostridium perfringens en milieu TSB, la culture 

est placée en milieu de sporulation (DS). Pour cela, la culture bactérienne est centrifugée à 

2000 g durant 15 minutes à température ambiante (centrifugeuse Sigma® 3-16KL). Le culot 

est ensuite repris dans de l’eau physiologique stérile. Une nouvelle centrifugation pendant 15 

minutes à 2000 g est nécessaire. Puis, les culots sont repris dans le milieu DS favorisant la 

sporulation de Clostridium perfringens (Figure 32). Ces milieux, en tubes à essai avec 

bouchons à visser, sont placés à l’étuve sous atmosphère anaérobie (paraffine liquide) à 37°C 

pendant 0, 24 ou 48 heures. 
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Figure 32. Schéma du protocole d’une culture biphasique de Clostridium perfringens. 
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II.2.2. Pré-traitements appliqués 

 

A partir de ce milieu Duncan Strong (DS), différents traitements sont appliqués sur cette 

bactérie. Les différents traitements sont représentés dans le tableau 32 et sur la figure 33. 

 

 

 

 

 

 

Tableau 32. Traitements appliqués sur une culture pure de Clostridium perfringens en milieu Duncan 

Strong. 

Traitements acides 
Traitement 

thermique 
Traitements acido-thermiques 

1,5 g/L pendant 0, 24 ou 48 heures 

1 heure à 

70°C 

1,5 g/L pendant 0, 24 ou 48 heures 

+ 1 heure à 70°C 

3 g/L pendant 0, 24 ou 48 heures 
3 g/L pendant 0, 24 ou 48 heures 

+ 1 heure à 70°C 

6 g/L pendant 0, 24 ou 48 heures 
6 g/L pendant 0, 24 ou 48 heures 

+ 1 heure à 70°C 

 

 

Figure 33. Etape de préparation et application des différents traitements sur Clostridium 
perfringens. 

 



Delmon Cédric | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  101 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

Globalement, les traitements appliqués à la culture pure sont identiques à ceux 

appliqués au fumier sauf dans les cas du traitement thermique et du traitement acido-

thermique, où le traitement thermique a été réitéré à T24 et T48.  

 

II.2.2.1. Pré-traitements acides 

 

Le traitement acide consiste en l’ajout d’un mélange équimolaire d’acides acétique, 

propionique et butyrique (Acros Organics®) dans la culture de Clostridium perfringens. Ces 

acides font partie de la famille des acides gras volatils. Différentes concentrations ont été 

appliquées : 1,5, 3 et 6 g/L (66). Ces acides sont directement ajoutés au milieu DS (Figure 33). 

Deux temps de traitement sont appliqués : 24 ou 48 heures. 

 

II.2.2.2. Pré-traitement thermique 

 

Le traitement thermique appliqué correspond à la température de pasteurisation (163). 

Après 0, 24 ou 48 heures d’incubation dans le milieu DS, 1,5 mL de cette culture sont prélevés 

et placés dans des tubes à essai stérile pour être traités thermiquement au bain-marie 1 heure 

à 70°C (Figure 33). Une fois traités, les échantillons sont placés dans un bain de glace. 

 

II.2.2.3. Pré-traitements acido-thermiques 

 

Le traitement acido-thermique est la combinaison du traitement acide (1,5 ou 3 ou 6 

g/L) au traitement thermique (1 heure à 70°C au bain-marie) (Figure 33). 

 

II.2.3. Caractérisation des effets générés par les pré-traitements sur une culture pure 

bactérienne 

 

La cytométrie en flux et l’imagerie en flux sont les deux méthodes choisies au cours de 

cette thèse pour caractériser les effets des traitements sur la culture pure de Clostridium 

perfringens. 

 

II.2.3.1. Marquages fluorescents 

 

Un volume de 1,5 mL de culture de Clostridium perfringens en milieu favorisant la 

sporulation (avec ou sans traitement) est prélevé et centrifugé (Eppendorf Mini Spin®) à 3266 

g ou 5400 rpm pendant 15 minutes à température ambiante. Les culots sont repris dans un 

volume de 4 mL de solution tampon de PBS (PBS, 1X, Eurobio Scientific®, Les Ulis, France). 

La mesure de la densité optique à 600 nm des échantillons est réalisée grâce à un 

spectrophotomètre (Shimadzu®, UV-1700 PharmaSpec®) et des cuves en plastique 

(Fisherbrand®) contenant 1 mL d’échantillon. La densité optique doit être égale à 0,1 ± 0,05 

pour obtenir une analyse optimale des échantillons par les appareils d’analyse. Les 

échantillons sont dilués avec du tampon PBS lorsque la densité optique est trop importante. 
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Puis, des volumes de 2 mL de chaque échantillon à analyser sont placés dans des tubes à 

hémolyse stérile et conservés à 4°C durant le transport jusqu’à la plateforme de cytométrie 

(Plateforme technologique de l’Université de Limoges BISCEm, UMS Inserm 42, CNRS 2015). 

 

Un double marquage 5(6)-carboxyfluorescéine diacétate (CFDA), (Invitrogen®) et 

iodure de propidium (IP), (Invitrogen®) est nécessaire à l’analyse en cytométrie ou imagerie 

en flux. Ce marquage se révèle être le plus approprié afin de discriminer les formes végétatives 

actives des spores bactériennes (147). Ce marqueur est perméable et non toxique pour les 

bactéries. Il s'accumule facilement à l'intérieur des bactéries viables et réagit avec les 

composés aminés de ces dernières. Le CFDA hydrolysé émet de la fluorescence (Ex(max) : 

495 nm ; Em(max) : 519 nm). Par conséquent, le CFDA est utilisé comme marqueur d’activité 

enzymatique permettant la détection de bactéries viables. Les bactéries, lorsqu’elles sont 

métaboliquement actives ont la capacité de lyser le CFDA en carboxyfluorescéine, composé 

fluorescent vert (Figure 34). L’iodure de propidium est un marqueur d’intégrité membranaire. 

Cet agent imperméant s’intercalant dans le petit sillon de l’ADN. Par conséquent, il pénètre 

uniquement les bactéries aux membranes altérées (Figure 34). Il est utilisé comme indicateur 

de mortalité de la bactérie (173). 

Après marquage au CFDA à une concentration finale de 22 µM, la suspension 

bactérienne est incubée à 37°C. Plusieurs temps d’incubation avec le CFDA ont été testés 

(10, 30 et 60 minutes). Une incubation de 30 minutes a conduit à un marquage optimal, c’est 

donc le temps d’incubation retenu. Enfin, pour le marquage de l’intégrité membranaire, une 

concentration finale en IP de 7,5 µM est ajoutée juste avant l’analyse des échantillons par 

cytométrie ou imagerie en flux.  

 

 

 

Figure 34. Principe du double marquage CFDA-IP (173). 
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II.2.3.2. Caractérisation des effets par cytométrie en flux 

II.2.3.2.1. Définition et principe de la cytométrie en flux 

 

Apparue dans les années 1980 pour détecter des anomalies dans les cellules 

animales, en particulier du cycle cellulaire, cette méthode est aujourd’hui largement utilisée en 

microbiologie. La cytométrie en flux ou CMF, dont le principe est fondé sur une analyse de 

cellules isolées entraînées par un flux liquide, est une technique relativement puissante par sa 

rapidité (environ 1000 évènements par seconde), sa précision et sa sensibilité d’analyse. Les 

cellules en suspension défilent, une à une, dans une gaine liquide traversée par un faisceau 

laser (Figure 35). 

 

 

 

 

 

Figure 35. Principe de la cytométrie en flux. 

 

 

Les cellules émettent alors des informations lumineuses séparées par un réseau 

optique et dirigées vers des photomultiplicateurs qui les amplifient et les transforment en 

signaux électroniques. Plusieurs paramètres peuvent être pris en compte simultanément. Il 

s’agit, d’une part, des paramètres de diffusion de la lumière par les cellules dans l’axe Forward 

Scatter (dispersion à 180°, FSC) ou à angle droit Side Scatter (dispersion à 90°, SSC) qui sont 

fonction des caractéristiques morphologiques de la souche analysée, et d’autre part, de 

paramètres de fluorescence via l’utilisation de fluorochromes spécifiques d’une structure ou 

d’une fonction cellulaire. Les signaux lumineux émis par les cellules (fluorescence ou diffusion) 

sont traités et quantifiés sous forme d’unités arbitraires et proportionnelles à l’activité de la 

fonction étudiée ou de l’importance du paramètre structural exploré. 
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II.2.3.2.2. Caractéristiques techniques et analyse des échantillons 

 

Les analyses sont réalisées à la plateforme technologique de l’Université de Limoges 

(BISCEm, UMS Inserm 042, CNRS 2015). L’appareil utilisé est le cytomètre Cytoflex LX® 

(Beckman Coulter®) équipé d’un laser argon (488nm) d’une puissance de 50 mW. 488 nm 

correspondant à la longueur d’onde d’excitation des fluorochromes utilisés (IP et CFDA). La 

fluorescence verte, émise par les bactéries qui ont hydrolysé le CFDA est collectée à l’aide 

d’un filtre passe-bande de 530 (± 30) nm. La fluorescence rouge, émise par les bactéries 

marquées avec l’IP, est recueillie à l’aide d’un filtre passe-haut de 610 (± 30) nm. Avant 

analyse de la fluorescence, une acquisition conditionnelle est réalisée de façon systématique 

sur un cytogramme FSC/SSC pour éliminer au maximum de l’analyse les débris et agrégats 

cellulaires. (cytogramme A, Figure 36). Les analyses sont réalisées sur un minimum de 10 000 

cellules à la vitesse d’environ 500 cellules par seconde. Le traitement des données est réalisé 

avec le logiciel Kaluza® (Beckman Coulter®). 

La figure 36B représente un cytogramme type obtenu après double-marquage de 

Clostridium perfringens avec le CFDA (Fluorescence verte exprimée en Unités Arbitraires 

(UA)) et l’IP (Fluorescence rouge, intensité exprimée en UA). 

 

 

 

Figure 36. Représentation d’un cytogramme type obtenu après double marquage CFDA/IP d’un 
échantillon de Clostridium perfringens. 
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II.2.3.3. Caractérisation des effets par imagerie en flux 

II.2.3.3.1. Principe général 

 

L’imagerie en flux proposée par AMNIS Corporation® (ImageStream 100) combine 

cytométrie en flux et imagerie photonique, permettant d’obtenir des données quantitatives 

morphologiques via des images en deux dimensions, sur des cellules en suspension. Le 

principe de cette technique est le même que celui de la cytométrie en flux, à la différence près 

que des caméras intégrées dans l’appareil prennent des photographies des cellules, 

permettant ainsi de filmer en temps réel les particules qui passent devant le ou les laser(s). 

(Figure 37). 

 

 

Figure 37. Principe de l’imagerie en flux. 

 

L'échantillon à analyser (cf préparation dans le chapitre II.2.3.1) passe à travers une 

gaine contenant un liquide d'entraînement et les cellules rencontrent différentes sources 

lumineuses dont 5 lasers d'excitation différents et une lumière blanche (« brighfield ») au 

niveau de la chambre d’analyse. Les cellules sont concentrées en flux par focalisation 

hydrodynamique : le liquide de gaine accélère les bactéries et les aligne pour qu'elles soient 

analysées une à une. Chaque faisceau lumineux, une fois projeté sur l'échantillon et à travers 

l'objectif, suit un trajet optique passant par un jeu de filtres et de prismes spectraux permettant 

de décomposer la lumière (Figure 38).  
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Figure 38. Représentation schématique du système optique de l’imageur en flux : Image Stream X 
AMNIS® (adapté de https://www.merckmillipore.com). 

 

L’ensemble des particules considérées comme des évènements sont capturées par 

deux caméras synchronisées sur la vitesse du flux grâce à des billes de calibration de 1 

micron. Chaque image capturée est composée de pixels avec une définition de 0,5 µm2, un 

détecteur de vitesse et un autofocus synchronisant les 2 caméras pendant le processus 

d’acquisition des images. Chaque pixel est analysé en temps réel par un algorithme qui calcule 

les paramètres morphométriques et photométriques. Les faisceaux lumineux, une fois projetés 

sur l'échantillon et à travers l'objectif, suivent un trajet optique passant par un jeu de filtres et 

de prismes spectraux permettant de décomposer la lumière et ainsi d'éviter le chevauchement 

des différentes longueurs d'onde lors du passage devant les caméras. 

 

II.2.3.3.2. Caractéristiques techniques et analyse des échantillons 

 

Les analyses sont réalisées à la plateforme technologique de l’Université de Limoges 

(BISCEm, UMS Inserm 042, CNRS 2015). L’appareil utilisé est l’Imageur en Flux Mark II 

(Amnis Corporation®, Seattle, USA) (Figure 39). Pour l’étude de Clostridium perfringens, 

l’imageur a été configuré via l’interface d’acquisition du logiciel Inspire (Amnis Corporation®, 

Seattle, USA) avec les lasers 488, 560 et 785nm. Chaque laser a été réglé respectivement à 

une intensité de 50 mW, 50 mW et 20 mW. La source de lumière blanche (photodiode) permet 

d’obtenir des images dans la lumière visible. L’acquisition du nombre d’événements a été 

réglée à 50 000 cellules par échantillon, dont les images ont été obtenues à un grossissement 

de ×40. 
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Figure 39. Imageur en Flux ISX (Amnis Corporation®, USA). 

 

Les images saturées ont été éliminées en réglant l’intensité maximale d’acquisition des 

données à 4000 pixels. L’élimination des déchets a été prévue en collectant uniquement des 

images pour les événements d’aire supérieure à 0.25 μm2. De la même manière, la limite 

supérieure a été fixée à 1 μm2 pour éliminer les amas cellulaires. L’ensemble des cellules 

considérées comme des événements sont capturés par deux caméras synchronisées sur la 

vitesse du flux grâce à des billes de calibration (1 µm, « Speed beads »).  

 

Dans cette étude, les signaux d’intérêt recueillis selon le fluorochrome utilisé dans les 

différents canaux (Tableau 33) sont : 

- Canal 1 : Lumière visible (« Brightfield ») ; 

- Canal 2 : CFDA ; 

- Canal 4 : IP. 

 

 

Tableau 33. Canaux d’intérêt de l’imageur en flux dans le cadre de nos expérimentations. 

Canal Image correspondante 

Canal 1 : Lumière visible (« Brightfield ») 

 

Canal 2 : CFDA 

 

Canal 4 : IP 

 
 

 

II.2.3.3.3. Analyse des données par le logiciel IDEAS® 

 

Le traitement des données est réalisé avec le logiciel IDEAS® (société Amnis 

Corporation®). Ce traitement des données a pour objectif d’automatiser l’énumération et la 

reconnaissance des cellules en fonction de leurs aspects morphologiques et de leur intensité 

de fluorescence. Cependant, un obstacle majeur apparaît dans l’analyse des données 
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multiparamétriques. Ce dernier est dû au chevauchement important des spectres d’émission 

des fluorochromes employés dans notre cas, il s’agit du CFDA et de l’IP. Ce phénomène est 

bien connu en cytométrie en flux. Il est appelé correction des fuites de fluorescence ou 

compensation. Afin de répondre à cette problématique, nous avons enregistré de façon 

séparée les spectres d’émission des divers fluorochromes utilisés en cytométrie nécessitant 

l’emploi de compensations électroniques de fluorescence dans l’optique de soustraire la 

superposition des deux signaux de fluorescence. Le processus de compensation est effectué 

par le logiciel IDEAS® à partir des données collectées pour chaque échantillon 

« monomarqué » (CFDA ou IP).  

 

Les informations corrigées relatives à la fluorescence sont représentées sous formes 

d’histogrammes ou de cytogrammes. L’optimisation de l’analyse et la stratégie de « gating » 

appliquée à l’étude de Clostridium perfringens seront présentées dans les résultats (chapitre 

III.3).  

L'application IDEAS® fournit une galerie d'images pour chaque cellule dans le fichier 

de données avec les données graphiques. Le logiciel contient des algorithmes puissants qui 

facilitent et quantifient l'analyse de l'image. Ils permettent de créer deux types de fonctions : le 

mask et la feature. Le mask se réfère à l'ensemble des pixels qui composent la région d'intérêt. 

La feature est une fonction de calcul. Elle se réfère aux valeurs calculées par IDEAS® à partir 

des intensités des pixels de l'image.  

Lors de ce travail les feature : aire, aspect ratio, rapport de forme, longueur, largeur, 

hauteur, circularité et symétrie ont été investiguées afin de mettre en évidence des différences 

morphologiques au sein d’une population de Clostridium perfringens.  
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Chapitre III. Résultats et discussion 
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III.1. Application des pré-traitements sur une matrice complexe : impact sur le pouvoir 

hygiénisant et sur le potentiel méthanogène 

III.1.1. Objectifs et stratégie 

 

Dans ce chapitre, la problématique de la potentialisation du pouvoir hygiénisant de la 

méthanisation agricole associée à la conservation du potentiel méthanogène de l’intrant pré-

traité a été étudiée. En effet, un pré-traitement très performant sur le plan de l’hygiénisation 

ne peut pas être appliqué à l’échelle d’un méthaniseur de taille réelle si ce dernier conduit à 

une réduction drastique du rendement de production de méthane. Au regard des informations 

issues de l’étude bibliographique et dans un souci de couplage efficacité d’hygiénisation, 

maintien des performances du procédé et faible cout énergétique, 3 types de pré-traitements 

ont été appliqués : les pré-traitements acides, thermique et acido-thermiques sont appliqués 

sur une matrice agricole complexe. Afin d’obtenir des résultats reproductibles, les tests ont été 

effectués sur l’intrant potentiellement porteur de la plus forte contamination en micro-

organismes pathogènes : le fumier bovin. Ce dernier a toujours été prélevé de la même 

manière (cf chapitre II.1.1), et dans la même ferme, ce qui nous a permis d’obtenir un fumier 

ayant un taux de paillage et un mode de stockage identique tout au long de ce travail. 

Dans ce chapitre, le pouvoir hygiénisant et le potentiel méthanogène des différents pré-

traitements sur le fumier ont été étudiés à l’échelle du laboratoire. Concernant l’étude du 

pouvoir hygiénisant, des indicateurs de contamination fécale Escherichia coli et Enterococcus 

sp. ont été dénombrés par techniques culturales classiques avant et après traitement. L’étude 

bibliographique a bien mis en évidence la nécessité de mesurer l’efficacité des pré-traitements 

sur les formes sporulées. Les spores de Clostridium perfringens ont ainsi été dénombrées 

dans le fumier bovin avant et après traitement.  

Concernant l’étude du potentiel méthanogène, des tests BMP ont été menés en 

laboratoire dans les conditions décrites au chapitre II.1.5.2 du chapitre matériel et méthodes. 

Ces tests BMP ont été menés en régime thermophile (55°C) avec une mesure de biogaz 

quotidienne (par eudiomètre) et une mesure du pourcentage de méthane (par micro GC) 

hebdomadaire.  

Le contenu de ce chapitre a été rédigé sous forme de publication, actuellement en 

cours de soumission. D’autre part, une partie de ces résultats a été présentée en conférence 

orale au 8ème Congrès International sur la Gestion Durable des Déchets Solides, du 23 au 26 

juin 2021 à Thessalonique (Grèce). 
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III.1.2. Publication 
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III.1.3. Complément d’informations 

 

Complément d’informations : Effet des pré-traitements sur le caractère 

hygiénisant de la méthanisation agricole du fumier en conditions contrôlées 

(Tests BMP).  

 

 

Le fumier bovin issu d’une seule et même « unité de méthanisation à la ferme » de 

Haute-Vienne a subi différents traitements acides, thermique et acido-thermiques. Les effets 

hygiénisants des traitements appliqués et leur impact sur le rendement de production de 

biogaz a été mesuré (cf publication). L’effet des pré-traitements sur le potentiel méthanogène 

a été réalisé en conditions contrôlées et communément utilisées dans le domaine via la 

réalisation de tests BMP (cf publication).  

 

 

Toutes proportions gardées, on peut considérer que ces tests donnent une idée du 

potentiel hygiénisant de la méthanisation du fumier en conditions réelles d’exploitation. Il est, 

par conséquent, intéressant d’analyser rapidement les résultats obtenus en vue d’une 

potentielle transposition à l’échelle réelle.  

 

 

L’effet hygiénisant de la méthanisation du fumier en conditions contrôlées (tests BMP) 

a donc été mesuré lors l’ensemble des manipulations présentées dans la publication, sur les 

3 populations bactériennes cibles de notre étude. Le calcul de « l’effet hygiénisant de la 

méthanisation » a été mesuré par la numération de 3 espèces bactériennes au début (T0) et à 

la fin (Tfinal) de chaque test BMP (cf ci-après).  

 

 

Les conditions du test nécessitent la mise en contact du fumier traité (ou non) et aussi 

d’un inoculum (boues du méthaniseur de la ferme où le fumier a été prélevé). Les résultats 

d’hygiénisation obtenus au cours des tests BMP sont donc présentés en tenant compte de 

l’apport microbien issu de l’inoculum (flacon contrôle sans ajout de fumier). Les concentrations 

des indicateurs de contamination fécale (respectivement Escherichia coli et entérocoques) ont 

été quantifiées par microplaques (MUG et MUD) (chapitres II.1.4.2 et II.1.4.3). De plus, un 

dénombrement des formes totales et sporulées de Clostridium perfringens en tubes TSN a été 

mené en parallèle.  

 

 

La problématique de la reproductibilité de la numération de bactéries dans des matrices 

complexes comme le fumier doit être prise en considération dans ce type d’études. La 

reproductibilité des mesures, pour les différentes espèces étudiées, est représentée par les 

barres d’erreur sur les graphes. Au regard des résultats obtenus sur l’erreur commise, nous 

avons considéré que les expériences étaient reproductibles et qu’elle pouvait faire l’objet d’une 

discussion.  
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✓ Les entérocoques :  

 

 

L’abattement de la concentration en entérocoques (Figure 40), quel que soit le 

traitement appliqué, est inférieur à 1 log après digestion anaérobie. On observe aussi que la 

digestion anaérobie, dans les conditions des tests BMP, impacte peu les résultats de 

numération.  

 

 

 

Figure 40. Concentration en entérocoques avant et après tests BMP dans du fumier non traité (A), 
traité aux AGV (B), traité thermiquement (C) et traité de façon acido-thermique (D). 

 

 

- Le traitement thermique seul (couplé à la digestion anaérobie) entraîne un abattement 

légèrement plus important (0,7 log) après méthanisation que la combinaison des traitements 

acides et thermique (0,4 log maximum).  

- Le traitement entraînant l’abattement le plus important est le traitement acide à 1,5 ou 3 g/L. 

Les abattements sont respectivement de 0,7 et 0,8 log après digestion anaérobie. La 

concentration en acides la plus forte (6 g/L) permet seulement de diminuer la concentration en 

entérocoques de 0,2 log.  

- Par ailleurs, l’abattement de la concentration en entérocoques au sein du fumier non traité 

après méthanisation est aussi très faible : 0,4 log.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Delmon Cédric | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  129 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

✓ Escherichia coli  

 

 

L’abattement de la concentration en Escherichia coli est globalement légèrement 

supérieur à celui obtenu pour les entérocoques en dépassant 1 log (Figure 41). On observe 

aussi que, contrairement aux résultats de la Figure 40 (entérocoques) la digestion anaérobie, 

dans les conditions des tests BMP, impacte de manière plus importante les résultats de 

numération. Ce qui signifie un meilleur pouvoir hygiénisant.  

 

 

 

Figure 41. Concentration en Escherichia coli avant et après tests BMP dans du fumier non traité 
(A), traité aux AGV (B), traité thermiquement (C) et traité de façon acido-thermique (D). 

 

 

- Le traitement thermique seul (couplé à la digestion anaérobie) permet de diminuer la 

concentration en Escherichia coli d’1,1 log après digestion anaérobie.  

- Le traitement acide permet un abattement légèrement plus important que la combinaison des 

traitements acides et thermique. Le traitement acide seul combiné à la digestion anaérobie 

réduit en moyenne de 1,4 log la concentration en Escherichia coli dans les flacons tandis que 

les traitements acido-thermiques diminuent la concentration de 1,1 log.  

- L’effet de la digestion anaérobie thermophile seule est quasiment équivalent à la combinaison 

du pré-traitement du fumier et de la méthanisation sur la réduction de Escherichia coli. En 

effet, l’abattement de la concentration de cet agent pathogène est de 1,2 log après digestion 

anaérobie du fumier non traité.  
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✓ Clostridium perfringens 

 

Le potentiel hygiénisant de la digestion anaérobie couplé aux pré-traitements a été 

étudié en dénombrant les formes totales (incluant les formes végétatives) et sporulées de 

Clostridium perfringens (Figures 42 et 43).  

 

 

Figure 42. Concentration en Clostridium perfringens totaux avant et après tests BMP dans du 
fumier non traité (A), traité aux AGV (B), traité thermiquement (C) et traité de façon acido-thermique 

(D). 

 

 

Figure 43. Concentration en spores de Clostridium perfringens avant et après tests BMP dans du 
fumier non traité (A), traité aux AGV (B), traité thermiquement (C) et traité de façon acido-thermique 

(D). 
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Les concentrations initiales en formes totales et sporulées sont quasiment identiques 

dans les flacons BMP contenant du fumier ayant subi un traitement thermique seul ou un 

traitement acido-thermique. 

  

- Les figures 42A (témoins) et 42C (traitement thermique seul) montrent que la digestion 

anaérobie n’impacte pas ou quasiment pas l’hygiénisation.  

 

- Concernant le traitement acide seul, de manière surprenante, l’abattement des formes totales 

de Clostridium perfringens est inversement proportionnel à la concentration en AGV. 

L’abattement varie de 1,1 à 0,5 log pour les formes totales et de 0,7 à 0,5 log pour les formes 

sporulées après digestion anaérobie.  

 

- L’abattement de la concentration en formes sporulées après application du traitement 

thermique sur le fumier couplé à la digestion anaérobie permet un abattement moyen de 0,6 

log.  

 

- L’abattement de la concentration en spores est plus importante lorsque le fumier est pré-

traité de façon acido-thermique avec des concentrations en AGV à 1,5 et 3 g/L (respectivement 

1,1 et 1,4 log après méthanisation). 

 

Le traitement acido-thermique réalisé à la concentration en AGV la plus forte (6 g/L) 

entraîne un abattement légèrement supérieur (0,8 log). Soit un abattement légèrement 

supérieur en comparaison d’un traitement thermique appliqué seul.  

 

 

III.1.4. Conclusion 

 

➢ Effet des pré-traitements sur le potentiel méthanogène et sur l’hygiénisation de l’intrant 

? 

 

Les différents pré-traitements appliqués sur le fumier bovin ont permis de diminuer la 

concentration des deux indicateurs de contamination fécale : Escherichia coli et Enterococcus 

sp. Malheureusement, aucun effet n’a pu être observé sur la concentration en spores de 

Clostridium perfringens.  

Un effet dose-dépendant a pu être démontré : plus la concentration en acides du 

traitement acido-thermique est importante, plus l’abattement de la concentration des E. coli et 

Enterococcus sp. est grand. Le pré-traitement acido-thermique (concentration en acides de 6 

g/L couplée à un chauffage à 70°C pendant 1 heure) a notamment permis de complètement 

détruire E. coli. Toutefois, les spores de Clostridium perfringens sont tellement résistantes 

qu’elles ont pu survivre à ces différents traitements. 

Bien que ces traitements acido-thermiques fournissent de bons résultats sur la 

disparition des indicateurs de contamination fécale, une inhibition du potentiel méthanogène 

du fumier pré-traité est observée. Le type d’acides utilisés (Acides Gras Volatils) pourrait 

expliquer ces résultats. En effet, les AGV sont naturellement présents au cours de la digestion 

anaérobie et une concentration trop importante pourrait inhiber le processus de méthanisation. 
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➢ Effet des pré-traitements sur le potentiel hygiénisant de la méthanisation agricole de 

l’intrant ? 

 

Les résultats obtenus dans les flacons témoins notés (A) montrent que la digestion 

anaérobie n’a un réel effet hygiénisant que sur les bactéries de type Escherichia coli. 

Cependant, cet effet hygiénisant n’est pas accru par la mise en œuvre de pré-traitement sur 

le fumier. Pour les entérocoques, quel que soit le pré-traitement appliqué, et ce de manière 

comparable au témoin non traité, il n’existe pas d’effet hygiénisant flagrant de la méthanisation. 

En revanche pour les bactéries de type Clostridium, les pré-traitements de type acide faible 

ou acido-thermiques, impactent de manière favorable la capacité d’hygiénisation de la 

méthanisation. Le traitement thermique n’a lui strictement aucun effet.  

Comme cela a été souligné dans la bibliographie, le fumier est un intrant agricole qui 

présente une structure particulièrement complexe sur le plan de sa structure et de sa 

composition chimique, biochimique et microbiologique. Le fumier est constitué d’un 

enchevêtrement de paille et de matière organique plus ou moins dégradées. Dans cette étude 

nous nous sommes « affranchis » de cette problématique dans un premier temps en prélevant 

le fumier dans la même ferme, de la même manière et avec le même mode de stockage. Cette 

matrice est difficile à explorer et de nombreux facteurs peuvent interagir avec les pré-

traitements appliqués.  

La complexité de la matrice sur tous les plans fait qu’il est difficile de pouvoir 

comprendre de manière plus approfondie les mécanismes d’action des pré-traitements non 

seulement sur la structure macroscopique de la matrice complexe (174) mais aussi sur les 

cellules bactériennes qui constituent le cœur du problème de l’hygiénisation.  

Dans la suite de ce travail (Chapitres III.2 et III.3), nous avons cherché à élucider les 

mécanismes d’actions à l’échelle de la cellule. Pour ce faire, les mêmes pré-traitements que 

ceux utilisés sur le fumier brut (acides, thermique, acido-thermiques), ont été appliqués à une 

culture pure bactérienne. Le micro-organisme choisi pour la suite du travail est Clostridium 

perfringens du fait de la complexité du fonctionnement de ce micro-organisme qui le rend très 

résistant aux traitements d’hygiénisation comme nous avons pu le voir dans la publication. 

Pour cela, des techniques d’analyse telles que la cytométrie ou l’imagerie en flux ont été 

employées afin de comprendre les potentiels effets engendrés par les différents traitements 

sur Clostridium perfringens.  
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III.2. Application des pré-traitements sur une culture pure de Clostridium perfringens : 

analyse des effets par cytométrie en flux 

III.2.1. Objectifs et stratégie 

 

L’objectif de ce chapitre est d’étudier les effets des différents traitements (acides, 

thermique, acido-thermique) sur les formes végétatives, en cours de sporulation et sporulées 

d’une culture pure de Clostridium perfringens. Pour cela, une culture biphasique est entreprise 

(172). Les formes végétatives de Clostridium ont pu croître dans le milieu TSB pendant 24 

heures. Puis, afin d’obtenir des formes en cours de sporulation et sporulées, les bactéries ont 

été transférées au sein du milieu Duncan Strong. Le traitement thermique appliqué est un 

chauffage des bactéries au bain-marie à 70°C pendant 1 heure. Différentes concentrations en 

acides sont testées (1,5, 3 et 6 g/L) (66) et différents temps d’incubation avec les acides sont 

analysées (0, 24 et 48 heures) au sein du milieu Duncan Strong. Enfin, le traitement acido-

thermique est l’association des deux traitements cités auparavant. L’analyse des effets est 

permise par l’utilisation de la cytométrie en flux (CMF), technique de dénombrement rapide 

(147). Pour cela, après application du/des traitement(s) sur C. perfringens, un double 

marquage est réalisé avec le CFDA (marqueur d’activité enzymatique) et l’iodure de propidium 

(marqueur d’intégrité membranaire).  

 

Les résultats obtenus sur cette partie du travail sont présentés sous la forme d’une publication. 
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III.2.2. Publication 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Evaluation of additive effects of 

volatile fatty acids and moderate 

heat treatment for enhancing 

inactivation of vegetative forms 

and spores of Clostridium 

perfringens by flow cytometry. 
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III.2.3. Conclusion 

 

Le traitement thermique appliqué sur une culture pure de Clostridium perfringens a 

permis de montrer que ce dernier entraînait un abattement total de la concentration des formes 

végétatives. Cependant, le traitement thermique n’exerçait aucune influence sur les formes 

sporulées de cette bactérie.  

 

Concernant les traitements acides à des concentrations de 1,5 et 3 g/L, ces derniers 

ont montré des effets après 48 heures de traitement : la proportion de formes perméabilisées 

est supérieure à celle observée dans le témoin. De plus, la proportion de formes ayant une 

activité enzymatique est inférieure à celle du témoin. Il y aurait donc une perte d’intégrité 

membranaire des formes végétatives associées à une forte diminution de l’activité 

enzymatique suite à l’application de ces traitements acides. L’effet est encore plus marqué 

lorsque la concentration en acides est de 6 g/L. L’augmentation de la proportion de formes IP+ 

est observable dès T24. Après 48 heures de traitement, la proportion des formes 

perméabilisées est supérieure à 95%. 

 

L’évolution de la proportion des formes non marquées est aussi différente en fonction 

du traitement acide appliqué. Un ralentissement du processus de sporulation est observé car 

la proportion de formes non marquées augmente plus lentement au cours du temps dans les 

échantillons acides que dans l’échantillon témoin.  

 

La combinaison des traitements acide et thermique a montré des effets additifs sur les 

différentes populations de Clostridium perfringens : la destruction des formes végétatives 

associée à un ralentissement voire une inhibition de la sporulation avec un effet dose-

dépendant (effets plus importants à 6 g/L qu’à 1,5 g/L).  

 

Ce chapitre a permis de montrer que des traitements modérés pourraient agir sur les 

différentes formes bactériennes de Clostridium perfringens (Tableau 34). Cette étude des 

effets par cytométrie en flux a montré que cette bactérie sporulante était ainsi sensibilisée par 

la combinaison de traitements acide et thermique. 

 

Tableau 34. Effets des traitements thermique, acides et acido-thermiques sur les formes végétatives 

et sporulées de Clostridium perfringens. 

 
Traitement 

thermique 
Traitements acides 

Traitements acido-

thermiques 

Formes 

végétatives 
Abattement total 

Abattement dose-

dépendant 
Abattement total 

Formes sporulées Aucun effet 

Ralentissement du 

processus de 

sporulation (dose-

dépendant) 

Ralentissement du 

processus de 

sporulation (dose-

dépendant) 
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III.3. Application des pré-traitements sur une culture pure de Clostridium perfringens : 

analyse des effets par imagerie en flux 

 

La caractérisation des effets du traitement thermique couplé à l’ajout d’AGV sur 

Clostridium perfringens par CMF a permis de comprendre, en partie, les effets de ce couplage. 

Les AGV permettent une inhibition de la sporulation tandis que le traitement thermique génère 

une inactivation des cellules végétatives. On peut alors parler de traitement par effet additif. 

Un double marquage CFDA/IP a permis de renseigner sur l’évolution physiologique des 

cellules en termes de perméabilité membranaire et d’activité enzymatique en réponse aux 

différents traitements appliqués. 

 

Si la CMF a permis de renseigner sur l’évolution physiologique des différentes 

populations, la possibilité d’accéder à des paramètres morphologiques constitue un élément 

clé de la compréhension des mécanismes. Toutefois, la CMF n’a pas vocation à générer des 

informations précises sur les paramètres morphologiques des cellules analysées puisque 

celles-ci restent limitées à la taille et la granulosité. Or, dans le cycle de vie des bactéries de 

type Clostridium, les questions relatives à la morphologie des différentes populations dans le 

cycle de sporulation pourrait apporter des éclairages complémentaires aux observations 

physiologiques mises en évidence par CMF (cf Figure 17). 

 

L’analyse morphologique des échantillons par analyse d’images va être rendue 

complexe par la multiplicité des formes de cette bactérie au cours de son cycle de sporulation. 

Cependant, on retiendra que les formes sporulées peuvent être géométriquement associées 

à des sphères, tandis que les formes végétatives ont une forme de bâtonnets. 

 

L’objectif de cette partie III.3 des résultats est d’apporter quelques éléments de réponse 

sur ces derniers points en utilisant la technique d’imagerie en flux.  

 

L’imagerie en flux (IMF) a été utilisée en complément de la CMF lors de ce travail. Cette 

technique est la combinaison de la cytométrie en flux (les marqueurs utilisés sont ceux utilisés 

au chapitre III.2 et d’imagerie photonique permettant l’acquisition d’images bactériennes en 

temps réel passant devant les lasers. Ainsi, les données obtenues par imagerie en flux vont 

permettre :  

1) Dans une première partie, d’obtenir la stratégie globale d’analyse des données 

ainsi que leur application à l’étude des formes végétatives et sporulées de 

Clostridium perfringens.  

2) Dans une deuxième partie, de caractériser les effets d’un traitement combiné 

AGV/thermique sur Clostridium perfringens. 
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III.3.1. Etude d’une culture pure de Clostridium perfringens par imagerie en flux (IMF) 

 

Les étapes de l’analyse des données recueillies par IMF sont détaillées ci-après. En 

effet, il a été nécessaire de mettre au point une méthodologie rigoureuse d’analyse des images 

obtenues sur des cultures non traitées, afin de pouvoir ensuite proposer des éléments 

d’interprétation d’images résultants de cultures traitées.  

 

III.3.1.1. Principe général de l’IMF 

 

L’imagerie en flux combine les propriétés de la cytométrie en flux avec des données 

telles que décrites dans le chapitre III.2, en utilisant des marqueurs fluorescents relatifs aux 

propriétés physiologiques des cellules (intégrité membranaire, activité enzymatique), et de 

l’imagerie photonique permettant d’obtenir des données morphologiques via des images en 

deux dimensions de ces mêmes cellules. Le principe d'analyse suit la même méthodologie 

que celui de la cytométrie en flux et est détaillé dans la partie matériel et méthodes (chapitre 

II.2.3.3).  

 

III.3.1.1.1. Traitement des données : Stratégie de « gating » 

 

Le traitement des données est réalisé après acquisition de tous les échantillons. 

L’objectif du traitement des données par la stratégie du « gating » est de mettre en évidence 

les différentes populations d’intérêt.  

 

Dans ce travail, la mise en place de la stratégie de « gating » a été réalisée à partir 

d’un échantillon de Clostridium perfringens issu d’une culture de 48h en milieu Duncan Strong 

afin d’avoir une population hétérogène comportant des formes végétatives ainsi que des 

spores. Avant passage en IMF, les cellules ont préalablement été marquées à l’IP et au CFDA 

comme indiqué dans la partie matériel et méthodes (chapitre II.2.3.1).  

 

L'intérêt de l'analyse a posteriori des données d'imagerie en flux par le logiciel IDEAS® 

réside principalement dans le choix des paramètres que l’on souhaite restituer en fonction de 

ce que l’on veut montrer. Ici le « gating » (ou sélection de ces paramètres) est indispensable 

compte tenu du choix particulièrement élevé de mode de restitution des informations par le 

logiciel.  

Une spécificité importante du logiciel est l'analyse précise des images une à une :  

- la sélection d'une image permet la localisation exacte de son point sur les différents 

graphiques afférents à l'étude ;  

- réciproquement, la sélection d'un point sur un graphique le localise sur les autres 

et affiche en même temps la photographie correspondante.  

 

Les doublets de bactéries, le bruit de fond, ainsi que les artefacts d’analyse sont 

éliminés par une stratégie de « gating » successifs consistant en une ou plusieurs sélections 

sur l’ensemble des objets analysés. Les différentes étapes sont illustrées dans la figure 44. 
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Figure 44. Stratégie de sélection des populations d’intérêt. 

 

La première étape consiste en la sélection des cellules isolées. Pour cela, un « dot 

plot » « Area versus Aspect ratio » est tracé (Figure 44A). Plus l’aspect ratio est proche de un, 

plus la probabilité d'avoir une bactérie isolée est importante car l’aspect ratio est le rapport de 

la longueur sur la largeur. A l'inverse en dessous de 0,6 - 0,7, il ne s'agit quasiment 

exclusivement que de doublets ou artefacts d'analyse. Concernant le paramètre « area », une 

aire supérieure à 25 µm² correspond souvent à des triplets.  
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A partir des singulets ainsi sélectionnés, les images floues sont éliminées en utilisant 

le paramètre « gradient RMS ». Ce dernier mesure les fortes variations de valeurs de pixels 

voisins dans une image. Plus ce gradient est important, plus l’image de l’objet correspondant 

est nette. Un focus des images interprétables est donc réalisé à partir de l’histogramme 

« gradient RMS » (Figure 44B).  

 

Un double marquage des cellules avec de l’IP et du CFDA a été réalisé préalablement 

à l’analyse par IMF. A partir de ces sélections successives (Figure 44), un cytogramme 

représentant l’intensité de fluorescence rouge (canal 4) en fonction de l’intensité de 

fluorescence verte (canal 2) est établi (Figure 44C). Le type de cytogramme obtenu est très 

semblable à ce qu’on peut obtenir par cytométrie en flux (Figure 45).  

 

Ainsi, nous avons pu mettre en évidence 4 états physiologiques : 

- un état « intermédiaire » des cellules doublement positives (CFDA+ IP+) : cela 

correspond vraisemblablement à un état physiologique transitoire. Cette population ne sera 

pas prise en compte dans la suite des résultats ; 

- un état des cellules végétatives perméabilisées (IP+ CFDA-) correspondant à des 

bactéries mortes ; 

- un état des cellules non perméabilisées actives (IP- CFDA+) assimilée à des formes 

végétatives actives ; 

- un état « formes sporulées » : les cellules sont non marquées (IP- CFDA-). Elles 

comprennent les spores à l’intérieur desquelles les fluorochromes ne peuvent pénétrer. Dans 

la suite de ce manuscrit, le terme « formes sporulées » sera attribué aux cellules appartenant 

à cette région. 

 

 

Figure 45. Cytogrammes d’un échantillon de Clostridium perfringens issu d’une culture de 48h en 
milieu Duncan Strong obtenus après analyse par imagerie en flux (Figure 45A) et par cytométrie en 

flux (Figure 45B). 

 

La stratégie de « gating » mise en œuvre dans cette thèse a permis d’obtenir, par 

imagerie en flux, des cytogrammes identiques à ceux obtenus par cytométrie en flux (Figure 

45). Grâce à cette différenciation morphologique des populations en présence, une nouvelle 

différenciation (rendue possible par l’imagerie en flux) au sein de ces populations peut être 

établie. On utilisera le terme de « sous-population » pour définir les différentes bactéries 

analysées au sein de ces populations. 
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III.3.1.1.2. Sélection des paramètres morphologiques d’intérêt 

 

L’imagerie en flux, combinée à une analyse des données par IDEAS®, permet 

d’accéder à différents paramètres morphologiques cellulaires des populations d’intérêt, ce que 

la CMF ne permet pas. L’objectif est de sélectionner les paramètres morphologiques d’intérêt 

afin de différencier les formes arrondies (spores) des formes allongées (végétatives) au sein 

d’un échantillon grâce à l’utilisation de l’IMF combinée au logiciel d’analyse.  

 

Plusieurs paramètres ont été testés afin d’identifier les plus discriminants (Tableau 35). 

Ce caractère discriminant est évalué à partir de la capacité du paramètre morphologique 

considéré à mettre en évidence des différences remarquables au sein d’une population 

présentant des propriétés de fluorescence identiques. La recherche de ces paramètres a été 

effectuée sur 2 populations d’intérêt susceptibles d’évoluer au cours de la sporulation : la 

région correspondante aux cellules végétatives enzymatiquement actives et la population 

assimilée aux formes sporulées. 

 

Le paramètre « longueur » mesure la partie la plus longue de la cellule traversant 

l’imageur en flux (Figure 46A). Le paramètre « largeur », souvent combiné avec le paramètre 

« hauteur » (Figure 46B), permettrait de connaître l’élongation de la cellule. Le « rapport de 

forme » correspond à l’épaisseur minimale de la cellule divisée par la longueur (Figure 46A). 

Le paramètre « circularité » (Figure 46C) mesure le degré de déviation de la cellule par rapport 

à un cercle. Cette mesure est basée sur le rayon moyen d de la cellule divisée par la variation 

de cette distance.  
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Figure 46. Paramètres morphologiques analysés avec le logiciel IDEAS® (175). 

Figure 46A : longueur et rapport de forme 

Figure 46B : hauteur et largeur 

Figure 46C : circularité 

Figure 46D : symétrie 

Figure 46E : aire 

Figure 46F : « aspect ratio intensity ». 

 

 

D’après nos expérimentations, tous les paramètres énoncés ci-dessus ne 

permettraient pas de discriminer les sous-populations au sein des populations « formes 

sporulées » et « végétatives actives » de Clostridium perfringens (matérialisé par un – dans le 

Tableau 35). D’autres paramètres morphologiques ont été testés (Tableau 35) et permettraient 

de discriminer les bactéries aux propriétés de fluorescence identiques (matérialisé par un + 

dans le Tableau 35). Ces paramètres sont la « symétrie », « l’aire » et « l’aspect ratio 

intensity ». 

 

 

La « symétrie » mesure la tendance de la cellule à avoir un axe unique d’allongement 

(Figure 46D). Le paramètre « aire » est calculé par le logiciel en considérant qu’un pixel 

correspond à une surface de 0,25 µm2 (Figure 46E). Le paramètre « aspect ratio intensity » 

correspond au rapport de l’axe le plus long de la bactérie sur l’axe le plus court de celle-ci au 

sein du canal d’intensité considéré (Figure 46F). 
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Tableau 35. Les différents paramètres morphologiques analysés avec le logiciel IDEAS® pour la 

recherche d’un caractère discriminant au sein d’une population. 

Paramètres 

morphologiques 
Longueur Largeur 

Rapport 

de forme 
Hauteur Circularité Aire 

« Aspect ratio 

intensity » 
Symétrie 

Caractère 

discriminant 

Population 

« formes 

sporulées » 

- - - - - - - + 

Caractère 

discriminant 

Population 

« végétatives 

actives » 

- - - - - + + - 
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- Caractère discriminant pour les formes sporulées 

 

Concernant la région non marquée (CFDA- IP-), un histogramme avec le paramètre 

« symétrie » a permis d’établir des différences morphologiques entre les cellules présentes 

dans cette région correspondant à l’état « formes sporulées » (Figure 47). Ce paramètre 

« symétrie » mesure la tendance de la cellule à avoir un axe unique d’allongement. Dans le 

cadre nos travaux, toutes les formes inférieures à 20 pixels pourraient être considérées comme 

des formes bactériennes arrondies et celles supérieures à 20 pixels comme des formes plus 

allongées de type « bâtonnets ». 

 

 

 

Figure 47. Identification des sous-populations d’intérêt au sein des formes sporulées (doubles 
négatives) de Clostridium perfringens. 

Figure 47A : cytogramme représentant la fluorescence rouge (IP) en fonction de la fluorescence verte 

(CFDA) d’un échantillon témoin. 

Figure 47B : histogramme obtenu à partir du paramètre « symétrie » permettant la discrimination des 

formes sporulées « arrondies » et « bâtonnets » d’un échantillon témoin. 

Figure 47C : images des formes arrondies et bâtonnets obtenues par l’imageur en flux au sein des 

formes doubles négatives d’un échantillon témoin. 

 

 

Ces résultats sembleraient donc indiquer la présence de cellules dans un état 

physiologique différent au sein de la population non marquée : 

- les cellules arrondies sembleraient correspondre à des spores ; 

- les cellules plus allongées en forme de bâtonnet pourraient correspondre à des cellules 

végétatives non perméabilisées (IP-) et non actives (CFDA-) et/ou à des cellules en 

dernier stade de sporulation.  
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- Caractères discriminants pour les cellules végétatives actives 

 

Concernant les formes bactériennes actives (CFDA+ IP-), la combinaison de « l’aspect 

ratio intensity » en fonction de « l’aire » a été considérée comme un paramètre potentiellement 

discriminant au sein de la population « végétatives actives ».  

 

En effet, le paramètre « aire » est calculé par le logiciel en considérant qu’un pixel 

correspond à une surface de 0,25 µm2. Quant au paramètre « aspect ratio intensity », il 

correspond au rapport de l’axe le plus long de la bactérie sur l’axe le plus court de celle-ci au 

sein du canal d’intensité du CFDA (canal 2). D’après nos expérimentations, cette combinaison 

mettrait en évidence 3 sous-populations bactériennes avec des caractéristiques 

morphologiques différentes correspondant probablement à des niveaux différents du cycle de 

sporulation (Figure 48). Toutes les formes bactériennes comprises entre 1 et 0,8 seraient des 

formes arrondies. Les bactéries comprises entre 0,8 et 0,5 seraient de courts bâtonnets. Enfin, 

les formes inférieures à 0,5 seraient de longs bâtonnets.  

 

 

Figure 48. Analyse morphologique des cellules au sein de la population « végétatives actives » 
(vivantes) de Clostridium perfringens. 

 

 

Ces résultats conduisent à la mise en évidence de morphologies différentes au sein 

d’une population présentant des propriétés de fluorescence similaires. Ces résultats 

démontreraient la valeur ajoutée de l’imagerie en flux par rapport à la cytométrie en flux. Il est 

vraisemblable que ces différences morphologiques correspondraient à différents stades de 

sporulation. 



Delmon Cédric | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  159 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

III.3.1.2. Evolution des différentes sous-populations au cours de la sporulation 

 

Grâce au protocole développé et décrit précédemment, l’objectif, dans cette partie, est 

d’identifier si ce protocole d’analyse est adapté au suivi d’une culture de Clostridium 

perfringens en cours de sporulation. L’analyse présentée dans ce mémoire s’est 

particulièrement concentrée sur les populations en cours de sporulation puisque ce sont elles 

qui posent le plus de problèmes. Pour cela, des cellules issues d’un milieu TSB, 

essentiellement sous formes végétatives, ont été placées dans un milieu de sporulation (DS). 

Les populations bactériennes sont analysées initialement (T0), après 24 heures (T24) et après 

48 heures (T48) de culture dans ce milieu. Après double marquage CFDA/IP des échantillons 

et analyses par IMF, le suivi a été centré sur 2 populations d’intérêt susceptibles d’évoluer au 

cours de la sporulation : la région correspondant aux cellules végétatives présentant une 

activité enzymatique (fluorescence verte) (Figure 49) et la région correspondant aux formes 

sporulées (non fluorescentes) (Figure 50). 

 

III.3.1.2.1. Evolution de la sporulation au sein de la zone « formes végétatives actives » 

 



 

 

Figure 49. Evolution de la morphologie des cellules végétatives actives (vivantes) de Clostridium perfringens au cours de la sporulation. 



 

Les résultats obtenus mettent clairement en évidence une évolution morphologique de 

la population végétative active placée dans des conditions propices de sporulation (Figure 49).  

Les formes « bâtonnets courts », qui représentent environ 60% de la population 

végétative active initialement (T0) deviennent minoritaires après 48 heures dans le milieu de 

sporulation et ne représentent plus que 17%. Les résultats obtenus avec les « bâtonnets 

longs » suivent la même tendance. Ces derniers ne représentent plus qu ’un infime 

pourcentage en fin de sporulation (1% environ à T48).  

Au contraire, les formes arrondies augmentent significativement au cours de la 

sporulation et deviennent majoritaires en fin de culture (passage de 29% à T0 à 82% à T48).  

Au cours du temps, on observe bien que l’incubation de la culture de Clostridium 

perfringens dans un milieu favorable à la sporulation conduit à un pourcentage très élevé de 

formes rondes et très faibles de formes bâtonnets. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Delmon Cédric | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  162 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

III.3.1.2.2. Evolution de la sporulation au sein de la zone « formes sporulées » 

 

Figure 50. Evolution de la morphologie des formes sporulées (doubles négatives) de Clostridium 
perfringens au cours de la sporulation. 

Figure 50A : cytogramme représentant la fluorescence rouge (IP) en fonction de la fluorescence verte 

(CFDA) d’un échantillon témoin. 

Figure 50B : histogramme obtenu à partir du paramètre « symétrie » permettant la discrimination des 

formes sporulées « arrondies » et « bâtonnets » d’un échantillon témoin. 

Figure 50C : images des formes arrondies et bâtonnets obtenues par l’imageur en flux au sein des 

formes doubles négatives d’un échantillon témoin. 

Figure 50D : histogrammes représentant les proportions des formes arrondies et bâtonnets au sein 

des formes sporulées d’un témoin après 0, 24 et 48 heures de sporulation. 
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Par ailleurs, les résultats montrent une légère évolution de la morphologie des formes 

sporulées au cours du temps (Figure 50) : on observe une augmentation de la proportion des 

formes « arrondies » au détriment des formes types « bâtonnets ».  

Cette augmentation pourrait s’expliquer par la présence de pré-spores à T0 terminant 

leur cycle complet de sporulation après 24 heures dans le milieu de sporulation. Cependant, 

étant donné la faible proportion de spores dans l’échantillon initial (T0), cette observation reste 

hypothétique. Ces résultats soulignent néanmoins l’intérêt de cette méthode dans l’étude de 

la physiologie de formes sporulantes telles que Clostridium perfringens.  

 

 

Figure 51. Potentiel cycle de sporulation de Clostridium perfringens dans le milieu Duncan Strong 
obtenu par imagerie en flux. 

 

La diminution, au cours du temps, de la proportion des formes de types « bâtonnets » 

associée à une augmentation de la proportion des formes « arrondies » témoigneraient d’une 

sporulation de Clostridium perfringens dans le milieu Duncan Strong (passage des formes 

végétatives vers les spores) (Figure 51).  

Ces résultats soulignent l’intérêt de la méthode d’imagerie en flux et la stratégie de 

« gating » mise au point dans l’étude de la physiologie de formes sporulantes telles que 

Clostridium perfringens dans ce milieu de culture.  

Les résultats obtenus valideraient aussi la pertinence de cette méthode dans l’étude 

de la mise en évidence de formes sporulantes telles que Clostridium perfringens au cours du 

temps, lors des traitements d’hygiénisation qui ont été appliqués.  
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III.3.2. Caractérisation des effets d’un traitement acido-thermique sur Clostridium 

perfringens par imagerie en flux 

 

La méthodologie d’analyse précédemment décrite a donc été utilisée pour mettre en 

évidence les effets des différents traitements d’hygiénisation choisis dans cette étude : 

traitement thermique et acides faibles (AGV) seuls, ou en combinaison, sur une culture pure 

de Clostridium perfringens. Comme détaillé dans la partie matériel et méthodes, ces 

traitements ont été appliqués sur la culture à différents temps (T0, T24, T48) correspondant à 

différents stades de sporulation identiques à ceux appliqués en cytométrie en flux. Cette 

approche a pour objectif d’évaluer les effets de ces traitements sur les différentes formes de 

Clostridium perfringens (végétatives ou sporulées) via un couplage avec une analyse 

morphologique. 

La figure 52 montre les différents cytogrammes obtenus par imagerie en flux après 

l’application des différents traitements (acide seul, thermique seul et acido-thermique) et 24h 

de culture dans le milieu Duncan Strong. Les résultats obtenus aux différents temps (T0, T24, 

T48) ainsi que l’interprétation de cette figure 8 sont détaillés pour chaque type de traitements 

(et concentrations pour les acides) dans les sous-parties suivantes.  

 

 

 

Figure 52. Exemples de cytogrammes obtenus après analyse par imagerie en flux d’un échantillon 
témoin (A), traité thermiquement (B), traité aux AGV (C), traité de façon acido-thermique (D) après 

24h de culture dans le milieu Duncan Strong. 
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III.3.2.1. Traitement thermique 

 

Le traitement thermique (1 heure à 70°C) a été appliqué à une culture pure de 

Clostridium perfringens à différents temps, correspondants à différents stades du 

développement physiologiques des cellules (cf figure 33). Le temps initial (T0) correspond au 

stade dans lequel la majorité des cellules seraient sous forme végétative. Au-delà, après 24 

heures et 48 heures (T24 et T48), la proportion de formes sporulées augmente avec le temps 

comme indiqué dans le chapitre III.3.1.2.  

Les résultats obtenus, présentés sur la Figure 52B, montrent que le traitement 

thermique aboutit à une élimination totale des formes végétatives actives ou « vivantes » par 

comparaison au témoin non traité (Figure 52A). Seules les formes sporulées persistent. Les 

données confirment celles obtenues par CMF (cf Figure 2 chapitre III.2). Pour aller plus loin, 

l’outil imagerie en flux a été utilisé pour évaluer les effets du traitement sur le plan 

morphologique des populations « non marquées » correspondant aux formes sporulées 

(Figure 52B zone jaune).  

Le paramètre « symétrie » a été utilisé afin de distinguer les formes « arrondies » et 

les formes « bâtonnets » au sein de la population non marquée. Les proportions relatives de 

ces 2 sous-populations, avant et après traitement thermique, et selon le temps de culture de 

Clostridium perfringens, sont représentées sur la Figure 53.  

 

 

Figure 53. Analyse des effets d’un traitement thermique à 70°C pendant une heure sur Clostridium 
perfringens par imagerie en flux : histogrammes représentant les proportions des formes arrondies 

et bâtonnets au sein de la population de spores, au cours du temps, avant et après traitement 
thermique. 

 

- Les proportions relatives des 2 sous-populations « arrondies » et « bâtonnets » de la 

zone correspondant aux cellules dont la structure pariétale ne permet pas la pénétration des 

fluorochromes restent relativement similaires et ce quel que soit le temps de culture des 

cellules auquel le traitement thermique est appliqué. Il est donc vraisemblable que cette sous 

population « bâtonnets » corresponde à des cellules en fin de sporulation.  
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- Toutefois, on peut noter une légère diminution de la proportion des formes 

« bâtonnets » suite au traitement thermique de l’échantillon à T0 (46% dans le témoin et 34% 

dans l’échantillon traité). Cette diminution pourrait s’expliquer probablement par la présence 

(minoritaire) de formes végétatives non actives au sein de cette population. Ces cellules, sous 

formes végétatives, seraient donc éliminées par le traitement thermique. 

 

III.3.2.2. Traitements acides 

 

Pour étudier les effets du traitement acide sur Clostridium perfringens, les AGV ont été 

ajoutés une seule fois à la culture au temps initial (T0). Différentes concentrations (1,5 g/L, 3 

g/L et 6 g/L) ont été testées en parallèle d’une culture témoin. Les échantillons ont été analysés 

initialement (T0) et après 24h (T24) et 48h (T48) d’incubation avec les AGV (cf Figure 33). 

L’analyse de ces effets a été ciblée sur 2 populations d’intérêt : 

- Les formes « sporulées » (Figure 54) ; 

- Les formes « végétatives actives » (Figure 55). 

 

III.3.2.2.1. Effets sur les formes sporulées 

 

Les résultats obtenus sur les formes sporulées sont présentés sur la figure 54. Comme 

précédemment, c’est le paramètre « symétrie » qui a été utilisé afin de différencier les formes 

« arrondies » et les formes « bâtonnets » au sein de la population non marquée. Les 

proportions relatives des différentes formes « arrondies » et « bâtonnets » sont présentées 

pour les différents temps d’incubation (T0, T24 et T48) avec les AGV à différentes concentrations 

(1,5 g/L, 3 g/L et 6 g/L) (Figure 53) en parallèle du témoin (non traité).  
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Figure 54. Analyse des effets des traitements acides sur les formes sporulées (doubles négatives) 
de Clostridium perfringens par imagerie en flux : histogrammes représentant les proportions des 

formes « arrondies » et « bâtonnets » au sein de la population de formes sporulées selon 
différentes concentrations en AGV et différents temps d’incubation. 

 

Les résultats montrent une légère évolution de la morphologie des formes sporulées 

au cours du temps dans le témoin. On remarque une faible augmentation de la proportion de 

formes « arrondies » dans les échantillons T24 et T48 par comparaison au T0 (respectivement 

65% et 63% à T24 et T48 mais seulement 54% à T0). Cette augmentation pourrait s’expliquer 

par la présence de pré-spores à T0 terminant leur cycle complet de sporulation après 24 heures 
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dans le milieu de sporulation. Cependant, étant donné la faible proportion de spores dans 

l’échantillon initial (T0), cette explication reste hypothétique.  

Par ailleurs, cette tendance n’est nullement influencée par les AGV. Quelle que soit la 

concentration en AGV introduite dans la culture, les résultats sont très similaires au témoin. Il 

apparaît donc, au vu de ces résultats que le traitement par AGV n’aurait pas d’influence sur 

les propriétés morphologiques des formes sporulées.  

 

III.3.2.2.2. Effets sur les formes végétatives actives 

 

Les résultats obtenus sur les formes végétatives actives sont présentés sur la figure 

12. Ce sont les paramètres « Aspect Ratio Intensity » en fonction de « Area » qui ont été 

utilisés pour différencier les formes arrondies des bâtonnets courts et des bâtonnets longs. 

Les proportions relatives des différentes formes sont présentées pour les différents temps 

d’incubation (T0, T24 et T48) avec les AGV à différentes concentrations (1,5 g/L, 3 g/L et 6 g/L) 

(Figure 55) en parallèle du témoin (non traité). Ce protocole permettrait ainsi d’évaluer les 

effets du traitement par AGV en fonction des 2 paramètres :  

1. Le temps d’incubation avec les AGV ; 

2. La concentration en AGV. 
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Figure 55. Analyse des effets des traitements acides sur les formes végétatives actives (vivantes) 
de Clostridium perfringens par imagerie en flux. 
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Dans l’échantillon témoin (non traité), une augmentation de la proportion des formes 

arrondies au cours du temps, est observée (Figures 49 et 55). Cette augmentation, qui 

s’accompagne d’une diminution des formes « bâtonnets courts », traduirait logiquement 

l’évolution des formes végétatives vers les formes sporulées au cours du temps, dans un milieu 

de culture favorisant la sporulation. 

 

1. A T0, les résultats obtenus montrent que la morphologie des cellules de la zone 

« végétatives actives » des échantillons traités resterait identique à celle du témoin. 

C’est-à-dire que les proportions de cellules de forme arrondie ou en forme de bâtonnet 

sont identiques au témoin quelle que soit la concentration en AGV. Le mécanisme 

d’action des AGV sur les cellules végétatives ne semble donc pas instantané.  

En revanche, après 24h d’incubation avec les AGV, des effets peuvent être mis 

en évidence. L’augmentation de la proportion de « formes arrondies », qui peuvent 

potentiellement être corrélées à des formes sporulées, est significativement ralentie 

pour une concentration en AGV de 6 g/L. Ce phénomène se produit peut être avant. 

Pour cela il faudrait resserrer la zone d’étude entre 3 et 6 g/L.  

Après 48h d’incubation, on observe une diminution des formes « arrondies » 

dès une concentration en AGV de 1,5 g/L. L’effet est d’autant plus marqué que la 

concentration en AGV augmente. 

 

2. A partir d’une concentration de 6 g/L, il n’y a plus de cellules végétatives actives dès 

24h d’incubation. D’un point de vue morphologique, ces résultats démontreraient 

l’inhibition de la sporulation suite à un traitement par AGV. 

 

Les conclusions apportées par ces analyses par IMF sur les formes sporulées et 

végétatives actives confirment donc celles obtenues par CMF : 

1. Les AGV ne semblent pas avoir d’effet sur les formes sporulées de Clostridium 

perfringens quel que soit le temps d’incubation (Figure 54) ; 

2. Les effets observés sur les formes végétatives ne sont pas instantanés mais 

apparaissent au bout de 24h ; 

3. Après 48h d’incubation, les AGV induisent une inhibition de la sporulation des 

cellules végétatives et ce dès 1,5 g/L ; 

4. Cette inhibition est d’autant plus importante que la concentration en AGV est 

élevée. 
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III.3.2.3. Traitements acido-thermiques 

 

Dans le but d’évaluer l’intérêt d’un couplage de ces 2 traitements, le traitement 

thermique (1h à 70°C) a été appliqué après incubation de la culture de Clostridium perfringens 

en présence d’AGV à différentes concentrations : 1,5 g/L, 3 g/L et 6 g/L. L’hypothèse de départ 

étant fondée sur un effet potentialisant des AGV sur le traitement thermique, ce dernier a été 

appliqué à T0 et après 24h (T24) et 48h (T48) de culture de Clostridium perfringens en présence 

d’AGV (cf Figure 33). Les échantillons ont été analysés par imagerie en flux à l’issue du 

traitement thermique.  
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Figure 56. Analyse des effets des traitements acido-thermiques sur les formes sporulées (doubles 
négatives) de Clostridium perfringens par imagerie en flux : histogrammes représentant les 

proportions des formes « arrondies » et « bâtonnets » au sein de la population de formes sporulées 
selon différentes concentrations en AGV + traitement thermique et différents temps d’incubation. 

 

Comme attendu, le traitement thermique conduit à une élimination totale des formes 

végétatives actives (Figure 52C) par comparaison au témoin non traité (Figure 52A). L’analyse 

des effets a donc été ciblée sur la population « non marquée » correspondant aux formes 

sporulées (Figure 56).  

 

Les histogrammes représentant la proportion des formes arrondies et bâtonnets avant 

et après le traitement acido-thermique (Figure 56) sont très similaires à ceux obtenus après 

traitement acide seul (Figure 54). Aucun effet additionnel ne semblerait donc être apporté par 

le traitement par AGV. Les résultats obtenus ne mettent pas en évidence de modification des 



Delmon Cédric | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  173 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

propriétés morphologiques des spores suite aux différents traitements (seuls ou combinés). 

Toutefois, des dommages au niveau des propriétés structurales des formes sporulées ne 

peuvent être exclus. Surtout, cette méthode de caractérisation ne nous renseigne pas quant à 

la viabilité des spores traitées et leur capacité à revenir à un état végétatif via la germination. 

 

Aujourd’hui, les domaines d’application de l’imagerie en flux concernent 

essentiellement le monde eucaryote : signalisation cellulaire, translocation nucléaire de 

facteurs de transcription, colocalisation de marqueurs de surface, apoptose, etc… (176). Les 

résultats présentés dans cette partie montrent que cette nouvelle technologie ouvre des 

perspectives intéressantes également dans le domaine de la microbiologie. La méthodologie 

d’analyse développée dans ce travail montre plus particulièrement l’intérêt de l’imagerie en 

flux pour l’étude de formes sporulantes. Les paramètres morphologiques « discriminants » mis 

en évidence dans ce travail permettent un suivi précis des différents stades de la sporulation 

et présentent donc un intérêt majeur. 

 

 

Appliquée à notre problématique de caractérisation des effets générés par un 

traitement acido-thermique sur Clostridium perfringens, l’imagerie en flux a permis de 

confirmer les résultats issus de la cytométrie en flux qui mettent en évidence des effets 

additionnels (Figure 57) des traitements étudiés : 

- Le traitement thermique conduit à une élimination des cellules végétatives, mais 

n’a pas d’effet significatif sur les spores ; 

- Le traitement par AGV induit une inhibition significative de la sporulation pour 

une concentration de 6 g/L, cependant ce résultat reste à affiner car l’inhibition n’a pas 

été étudiée entre 3 et 6 g/L ; 

- La sporulation de Clostridium perfringens étant limitée par les AGV, ces cellules 

restent sous forme végétative et sont éliminées par le traitement thermique. 
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Figure 57. Cytogrammes obtenus après analyse par imagerie en flux d’un échantillon témoin (A), 
traité thermiquement (B), traité aux AGV (C), traité de façon acido-thermique (D) et effets des 
différents traitements sur les différentes populations bactériennes de Clostridium perfringens. 

 

Les images ont été obtenues avec un grossissement ×40. L’Image Stream X AMNIS® 

de la plateforme BISCEm étant essentiellement utilisé pour des applications sur des cellules 

eucaryotes, ce grossissement est suffisant dans ce cadre. En revanche, pour des applications 

en microbiologie, un grossissement ×60 apporterait un niveau d’information plus précis et 

serait donc plus approprié. 

 

Actuellement, l’analyse des images par le logiciel IDEAS® (version 6.2) est réalisée de 

façon « manuelle » par l’expérimentateur. La version 6.3 du logiciel couplée à l’Intelligence 

Artificielle (IA) serait, à l’avenir, un moyen de mieux appréhender les données obtenues par 

imagerie en flux. L’Intelligence Artificielle se définit comme l’ensemble de théories et 

techniques mises en œuvre en vue de réaliser des machines capables de simuler l’intelligence 

humaine. Dans le cadre de l’IMF, menée par de puissants algorithmes, le logiciel Amnis AI® 

pourrait passer en revue l’ensemble des paramètres disponibles et amener à une meilleure 

efficacité en termes de classification d’images et de différences morphologiques. Dans le 

cadre de notre étude, il faudrait, pour cela, analyser séparément une culture pure de formes 

végétatives, de formes sporulées, de formes mortes. Enfin, le « mélange » serait analysé et 

comparé aux cultures pures par le logiciel Amnis AI®.  
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Conclusion générale 
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La filière de la méthanisation agricole est actuellement en plein essor. La digestion 

anaérobie est un processus complexe représentant aujourd’hui un enjeu majeur pour : (1) la 

lutte contre le réchauffement climatique par la production d’énergies renouve lables ; (2) la lutte 

contre les déchets par la valorisation des sous-produits organiques ; (3) la récupération des 

ressources par la formation d’engrais. Dans l’optique d’un retour au sol des digestats, ce 

dernier point impose la maîtrise de leur qualité sanitaire afin de prévenir tout risque 

microbiologique de contamination de l’environnement. 

 

Cette thèse avait pour but de rechercher un pré-traitement capable de potentialiser 

l’effet hygiénisant de la méthanisation tout en conservant ses performances. Au regard des 

informations issues de l’étude bibliographique et dans un souci de couplage efficacité 

d’hygiénisation, de maintien des performances du procédé et de faible cout énergétique, 3 

types de pré-traitements ont été appliqués : les pré-traitements acides, thermique et acido-

thermiques. Les effets de ces pré-traitements ont été caractérisés à l’échelle du procédé sur 

du fumier en terme de potentiel méthanogène et d’un point de vue microbiologique global. 

Avec les inquiétudes croissantes concernant les risques sanitaires liés aux formes sporulantes 

dans les digestats, l’effet de ces pré-traitements a également été évalué à l’échelle cellulaire 

sur une culture pure de Clostridium perfringens. 

 

Dans un premier temps, le pouvoir hygiénisant et le potentiel méthanogène des 

différents pré-traitements sur le fumier ont été étudiés à l’échelle procédé. Les résultats 

obtenus ont montré l’intérêt de ces pré-traitements, seuls et en couplage, sur le plan 

microbiologique. Un abattement significatif de la concentration en Escherichia coli et 

Enterococcus sp. a été obtenu. Un effet dose-dépendant a pu être démontré : plus la 

concentration en acides du traitement acido-thermique est importante, plus l’abattement de la 

concentration en Escherichia coli et Enterococcus sp. est grand. Toutefois, aucun effet sur les 

spores de Clostridium perfringens n’a été mis en évidence. De plus, une inhibition du 

potentiel méthanogène du fumier est observée suite au pré-traitement acido-thermique. La 

complexité de la matrice étudiée fait qu’il est difficile de pouvoir comprendre de manière plus 

approfondie, à l’échelle du procédé, les mécanismes d’action des pré-traitements sur les 

cellules bactériennes qui constituent le cœur même du problème de l’hygiénisation. 

 

Dans un second temps, les mécanismes d’actions des différents traitements à l’échelle 

de la cellule ont été étudiés. Pour ce faire, les mêmes pré-traitements que ceux utilisés sur le 

fumier brut, seuls et en couplage, ont été appliqués sur une culture pure de Clostridium 

perfringens. Afin d’appréhender les différents modes d’action des traitements acides, 

thermiques et thermo-acides, ils ont été appliqués sur des formes végétatives, en cours de 

sporulation et des spores. Après un double marquage des cellules réalisé avec le CFDA 

(marqueur d’activité enzymatique) et l’iodure de propidium (marqueur d’intégrité 

membranaire), les cellules ont été analysées par cytométrie en flux (CMF). La combinaison 

des traitements acide et thermique a montré des effets additifs sur les différentes populations 

de Clostridium perfringens : (1) la destruction des formes végétatives consécutive au 

traitement thermique associée à (2) un ralentissement voire une inhibition de la sporulation 

avec un effet dose-dépendant (effets plus importants à 6 g/L qu’à 1,5 g/L) induit par les AGV. 
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Pour la compréhension des mécanismes d’action de traitements bactéricides contre 

des formes sporulantes de type Clostridium, les questions relatives à la morphologie des 

différentes populations dans le cycle de sporulation constituent un élément clé. L’imagerie en 

flux (IMF) a donc été utilisée en complément de la CMF lors de la dernière partie de ce travail. 

Une stratégie globale d’analyse des données appliquée à l’étude des formes végétatives et 

sporulées de Clostridium perfringens a été développée. Les résultats obtenus mettent en 

évidence l’intérêt de cette technologie pour l’étude de formes sporulantes. Les paramètres 

morphologiques « discriminants » mis en évidence dans ce travail permettent un suivi 

quantitatif et qualitatif des différents stades de la sporulation et présentent donc un intérêt 

majeur. Appliquée à la problématique de caractérisation des effets générés par un traitement 

acido-thermique sur Clostridium perfringens, l’IMF a permis de confirmer les résultats issus 

de la CMF en mettant en évidence des effets additionnels des traitements étudiés. 

 

Grâce à l’approche pluridisciplinaire employée dans ce travail, cette thèse aura permis 

d’améliorer les connaissances sur la problématique de l’hygiénisation des digestats d’une part 

et d’apporter une meilleure compréhension sur les mécanismes d’actions bactéricides de pré-

traitements acido-thermiques contre Clostridium perfringens d’autre part. Elle inspire 

également des pistes de recherche d’intérêt. 

 

Ce travail a permis de mettre en évidence des effets bactéricides additionnels en 

couplant la pasteurisation avec un traitement acide. La combinaison de différents procédés 

thermiques et athermiques est une approche intéressante et relativement bien maîtrisée dans 

le domaine de l’agro-alimentaire. Transposée à l’hygiénisation des biodéchets en général, et 

des intrants à la digestion anaérobie en particulier, ce concept ouvre de nombreuses 

possibilités d’associations. En combinant deux traitements ou plus, avec des propriétés 

bactéricides additionnelles ou synergiques, cette approche permet d’améliorer l'inactivation 

microbienne tout en diminuant les coûts énergétiques. Toutefois, le choix du couplage des 

technologies appropriées nécessite une bonne connaissance des mécanismes synergiques 

mis en jeu. 

 

A l’échelle cellulaire, ces travaux ont permis une meilleure compréhension des effets 

générés par les traitements sur la sporulation de Clostridium perfringens. La persistance des 

spores traitées et leur possible reprise de croissance suite à ces traitements pourrait faire 

l’objet de futurs travaux complémentaires et d’intérêt majeur pour la problématique 

d’hygiénisation des digestats. 

 

La méthodologie d’analyse par IMF développée dans ce travail met clairement en 

évidence l’intérêt de cette technologie pour l’étude de formes sporulantes. Aujourd’hui, les 

domaines d’application de l’imagerie en flux concernent essentiellement le monde eucaryote. 

Les résultats présentés dans ces travaux montrent que cette nouvelle technologie ouvre des 

perspectives intéressantes également dans le domaine de la microbiologie. L’intégration future 

d’algorithmes d’intelligence artificielle au logiciel d’analyse des données (IDEAS®) améliorera 
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significativement l’efficacité de cette technologie en termes de classification d’images et de 

caractérisation morphologique. 
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Digestion anaérobie agricole : Mise en place et optimisation d’un pré-traitement thermique pour 
l’inactivation des spores de Clostridium. 

Aujourd’hui en plein essor, la filière de la méthanisation agricole apparaît comme une option de choix face aux 

enjeux environnementaux et écologiques actuels. Toutefois, compte tenu de la présence de micro-organismes 

potentiellement pathogènes dans les effluents d’élevage, la digestion anaérobie des déchets organiques interroge 

la communauté scientifique et les autorités sanitaires quant à l’innocuité sanitaire des digestats. L’objectif de ces 

travaux de thèse a été d’évaluer les potentialités d’un pré-traitement (thermique, chimique, et en couplage) à 

diminuer la charge microbiologique d’intrants d’origine agricole, tout en conservant les performances de la digestion 

anaérobie. Dans ce but, les effets de ces pré-traitements ont été étudiés d’un point de vue microbiologique 

(rendements d’élimination des micro-organismes indicateurs sur le fumier bovin dans cette étude) mais aussi sur 

les performances du procédé de méthanisation (test BMP). L’effet de ces pré-traitements a également été évalué 

à l’échelle cellulaire sur une culture pure de Clostridium perfringens par cytométrie en flux et imagerie en flux. A 

l’échelle du procédé, un abattement significatif de la concentration en Escherichia coli et Enterococcus sp. a été 

obtenu. Un effet dose-dépendant a pu être démontré : plus la concentration en acides du traitement acido-

thermique est importante, plus l’abattement de la concentration en Escherichia coli et Enterococcus sp. est grand. 

Toutefois, aucun effet sur les spores de Clostridium perfringens n’a été mis en évidence. De plus, une inhibition du 

potentiel méthanogène du fumier est observée suite au pré-traitement acido-thermique. A l’échelle cellulaire, la 

combinaison des traitements acide et thermique a montré des effets additifs sur les différentes populations de 

Clostridium perfringens. Le traitement thermique conduit à la destruction des formes végétatives et le traitement 

acide (acides gras volatils) conduit à un ralentissement voire une inhibition de la sporulation avec un effet dose-

dépendant. Une stratégie globale d’analyse des données par imagerie en flux a été développée et appliquée à 

l’étude des formes végétatives et sporulées de Clostridium perfringens. Les résultats obtenus mettent en évidence 

l’intérêt de cette technologie pour l’étude de formes sporulantes. Grâce à l’approche pluridisciplinaire de ce travail, 

cette thèse aura permis d’améliorer les connaissances sur la problématique de l’hygiénisation des digestats d’une 

part et d’apporter une meilleure compréhension sur les mécanismes d’actions bactéricides de pré-traitements 

acido-thermiques contre Clostridium perfringens d’autre part. 

Mots-clés : Hygiénisation, Méthanisation agricole, Pré-traitement, Clostridium perfringens, Imagerie en Flux. 

Agricultural anaerobic digestion: Implementation and optimization of a thermal pre-treatment for 
inactivation of Clostridium spores. 

Nowadays, expanding rapidly, agricultural anaerobic digestion appears to be a great option to deal with global 
environmental challenges. However, given the presence of potentially pathogenic microorganisms in livestock 
effluents, anaerobic digestion of organic waste questions the scientific community and health authorities concerning 
digestates’ health safety. The objective of this thesis was to evaluate potentialities of a pre-treatment (thermal, 
chemical and in coupling) to reduce the microbiological load of agricultural inputs while maintaining anaerobic 
digestion performance. For this purpose, pre-treatments effects were studied from a microbiological point of view 
(yields of elimination of indicator microorganisms on cattle manure in this study) but also on anaerobic digestion 
process performance (BMP test). Pre-treatments effects were also evaluated, at a cellular level, on a pure culture 
of Clostridium perfringens by flow cytometry and flow imaging. At the process scale, a significant reduction of 
Escherichia coli and Enterococcus sp. concentration was reached. A dose-dependent effect has been 
demonstrated: the greater the acids concentration from the acidic-thermal treatment, the greater the reduction of 
the concentration of Escherichia coli and Enterococcus sp. concentration is important. However, no effect on 
Clostridium perfringens spores has been demonstrated. Moreover, an inhibition of the methanogenic potential of 
the manure is observed following the acidic thermal pre-treatment. At the cellular level, the combination of acidic 
and thermal treatments showed additive effects on the different populations of Clostridium perfringens. The thermal 
treatment leads to the destruction of the vegetative forms and the acidic treatment (volatile fatty acids) leads to a 
slowing down or even an inhibition of sporulation with a dose-dependent effect. A global strategy for analyzing data 
by flow imaging has been developed and applied to the study of vegetative and sporulated forms of Clostridium 
perfringens. The results obtained highlight the interest of this technology for the study of sporulating forms. On the 
one hand, thanks to the multidisciplinary approach of this work, this thesis will have made it possible to improve 
knowledge on the problem of the hygienization of digestates and, on the other hand, to bring a better understanding 
of the mechanisms of bactericidal actions of acidic thermal pre-treatments against Clostridium perfringens.  

 

Keywords: Hygienization, Agricultural anaerobic digestion, Pre-treatment, Clostridium perfringens, Imaging flow. 


