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Glossaire

Alvéole : « subdivision d’un casier » (arrété du 9 septembre 1997).

Anaérobie : désigne un étre vivant ou un phénomene qui n'a pas besoin d'oxygeéne pour exister. A pour contraire
l'aérobie.

Barriére de sécurité active . « normalement constituée, du bas vers le haut, par une géomembrane ou tout
autre dispositif équivalent, surmontée d 'une couche de drainage » (arrété du 9 septembre 1997).

Barriére de sécurité passive : « normalement constituée par le substratum du site (base sur laquelle il repose)
qui doit présenter, de haut en bas, une perméabilité inférieure a 10° m.s™ sur au moins 1 m et inférieure &
10° m.s™ sur au moins 5 m » (arrété du 9 septembre 1997).

Biogaz : « tous les gaz produits par les déchets mis en décharge » (Directive européenne 99/31/CE).
Carbone Inorganique Dissous (CID) : la totalité¢ du carbone présent dans les matiéres inorganiques dissoutes.
Carbone Organique Dissous (COD) : la totalité¢ du carbone présent dans les matieres organiques dissoutes.

Casier : « subdivision de la zone a exploiter, délimitée par une digue périmétrique stable et étanche,
hydrauliquement indépendante » (arrété du 9 septembre 1997).

Capacité au champ : capacité de rétention en eau (d'un déchet).

Coenzyme : petite molécule organique non protéique liée a ’apoenzyme, indispensable a I’activité enzymatique
et qui dérive généralement d’une vitamine.

Couche de drainage : constituée de bas en haut par « un réseau de drains permettant I’évacuation des lixiviats
vers un collecteur principal et par une couche drainante, d’épaisseur supérieure ou égale a 0,5 m, ou tout
autre dispositif équivalent » (arrété du 9 septembre 1997).

Déchet : « tout résidu d’un processus de production, de transformation ou d’utilisation, toute substance,
matériau, produit, ou plus généralement tout bien nuisible abandonné, ou que son détenteur destine a
I"abandon » (loi du 15 juillet 1975).

Déchets Non Dangereux (DND) : « déchets constitués des ordures ménageres et des déchets provenant des
entreprises industrielles, des artisans, commergants, écoles, services publics, hopitaux, services tertiaires,
qui sont collectés dans les mémes conditions que les ordures ménageres ». Cette définition inclut les
encombrants en provenance des collectes spécifiques, les déchets verts, les déchets du nettoiement, les
boues de station d'épuration et divers matériaux recyclables (Ademe).

Ecosystéme : « unité écologique de base englobant tous les éléments d’un milieu donné ainsi que les relations
des organismes animaux et végétaux entre eux et avec les autres éléments du milieu consideré (par
exemple, écosysteme aquatique, écosysteme montagnard, ...) » (Ademe).

Effluent : terme générique désignant une eau usée urbaine ou industrielle, et plus généralement « tout rejet
liquide véhiculant une certaine charge polluante (dissoute, colloidale ou particulaire) ». Le terme désigne
également les déjections animales (effluents d’élevage). On parle aussi d’effluents gazeux (Ademe).

Géomembranes : appartiennent a la famille des géosynthétiques*, « produits adaptés au genie civil, minces,
souples, continus, étanches aux liquides, méme sous les sollicitations en service » (ISO 13 428). Les
géomembranes sont manufacturées sous forme de nappes d’au moins 1 mm d’épaisseur et de largeur
variable.

Géosynthétiques : « matériaux, a base de polyméres naturels ou synthétiques, utilisés au contact de sol/roche
ou tout autre matériau géotechnique dans des applications de génie civil » (International Geosynthetics
Society).

Géotextiles : « matériaux tissés, non tissés ou tricotés, perméables, a base de polymeres, utilisés dans le
domaine de la géotechnique et du génie civil » (ISO 10318).

Lixiviat : « tout liquide filtrant par percolation des déchets mis en décharge et s’écoulant d’une décharge ou
contenu dans celle-ci » (arrété du 9 septembre 1997).
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Microcosme : systéme artificiel clos, de laboratoire, constitué des composantes abiotiques de 1’écosysteme
simulé et de plusieurs espéces représentatives de différents niveaux trophiques, le plus souvent sous
conditions environnementales controlées.

Syntrophie : relation mutualiste établie lors d'une co-culture de deux espéces bactériennes et au cours de
laquelle chaque espece produit un élément nutritif essentiel au développement de l'autre.

Valorisation : elle consiste dans « le réemploi, le recyclage ou toutes autres actions visant a obtenir, a partir
des déchets, des matériaux réutilisables ou de l'énergie » (loi du 13/07/1992).
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Nomenclature

Ademe:
ADN :
AGV :
ANME :
ANR:
ARISA :
ARNr:
Atm :
BMP :
BTP:
CEL:
Cemagref :

CGDD-MEEDDM :

CHO-MF :
CID:
CoA:
CoB :
CoM :
COD:
CVA:
Cy:
DA :
DCO:
DMA :
DND:
dNTP :
E:
EDTA :
ELA :
Fd,/ Fdeq :
FISH :
FITC :
Ga:
GAS:
GBn :

GC-C-IRMS :

Agence De I'Environnement et de la Maitrise de 'Energie ;
Acide DésoxyriboNucléique ;

Acide Gras Volatile ;

ANaerobic MEthanotroph ;

Agence Nationale de la Recherche ;

Automated rRNA Intergenic Spacer Analysis ;

Acide RiboNucléique Ribosomique ;

Atmosphere (Unité de pression) ;

Biochemical Methane Potential ;

Batiment et Travaux Publics ;

Carrieres de I'Essonne et du Loing, Filiale du groupe Semardel ;

Anciennement CEntre national du Machinisme Agricole, du Génie Rural, des Eaux et
Foréts ;

Commissariat Général au Développement Durable du Ministere de I'Ecologie, de
I'Energie, du Développement Durable et de la Mer ;

Formyl-Méthanofurane ;

Carbone Inorganique Dissous ;
Coenzyme A ;

Coenzyme B ;

Coenzyme M ;

Carbone Organique Dissous ;
Charge Volumique Appliquée ;
Cyanine ;

Digestion Anaérobie ;

Demande Chimique en Oxygene ;
Déchets Ménagers et Assimilés ;
Déchet Non Dangereux ;
DésoxyriboNucléotide Tri-Phosphate ;
Energie ;

Ethylene Diamine Tetraacetic Acid ;
Emballage de Liquide Alimentaire ;
Ferrédoxine oxydée / réduite ;
Fluorescent In Situ Hybridization ;
Fuorescein isothiocyanate ;

Giga Annum (milliard d’années) ;
Société GAS Environnement ;

Test de fermentation sur n jours ;

Gas Chromatography-Combustion-Isotope Ratio Mass Spectrometer ;
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GES :
GSn :

HBAN :
ICPE :
IRD :
IRMS :
ISD :
ISDND :
ISO :
ITS:

KIE :
GC:
MM :
MO :

MODECOM :

MPI :
MS:
Mtr :
MV :
NADH :
NADPH :
NF:
OAM:
OHPA :
OM:
OSA :

pb:
PBS :
PCDV :
PCI:
PCR:
PE:
PEHD :
PET :
PFA :
pH:
pKa:

Gaz a Effet de Serre ;
Test d'incubation sur n jours ;
Constante de Planck ;

Hydrosystémes et Bioprocédés d'Antony ;

Installations Classées pour la Protection de 'Environnement ;

Institut de Recherche et Développement ;
Isotope ratio mass spectrometry ;

Installation de Stockage de Déchet ;
Installation de Stockage de Déchets Non Dangereux ;
International Standard Organisation ;
Intergenic Transcribed Spacer ;

Conductivité hydrolique ;

Kinetic Isotope Effect ;

Micro Gas Chromatography ;

Matiére Minérale ;

Matiere Organique ;

M¢éthOde DE Caractérisation des Ordures Ménageres ;
Max Planck Institute ;

Maticre Séche ;

MethylTRansferase ;

Matiéres Volatiles ;

Nicotinamide Adénine Dinucléotide ;
Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate ;
Norme Frangaise ;

Oxydation Anaérobie du Méthane ;

Obligate Hydrogen Producing Acetogenic ;
Ordures Ménageres ;

Oxydation Syntrophique de I'Acétate ;
Pression ;

Paire de bases ;

Phosphate buffered saline ;

Plateforme de Compostage de Déchets Verts ;
Pouvoir Calorifique Inférieur ;

Polymerase Chain Reaction ;

PolyEthylene ;

PolyEthylene Haute Densité ;

PolyEthyléne Téréphtalate ;
ParaFormAldéhyde ;

Potentiel Hydrogéne ;

Constante d'acidité ;
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PP : PolyPropyléne ;

PRECODD : Programme ECOtechnologies et Developpement Durable ;
PRG: Potentiel de Réchauffement Global ;

PVC: PolyChlorure de Vinyle ;

PVF: Fluorure de PolyVinyle ;

R: Rapport d'abondance isotopique ;

RDP : Ribosomal Database Project ;

Rm : Vitesse maximale de production ;

rpm : Rotations Par Minute ;

SDS : Sodium Dodecyl Sulphate ;

SEE : Société des Eaux de I’Essonne ;

SGE : Scientific Glass Engineering ;

SIMSISH : Secondary Ion Mass Spectrometry In Situ Hybridization ;
SIP : Stable Isotope Probing ;

SMOW : Standard Mean Ocean Water ;

STEP : Station de Traitements des Eaux Polluées / Station d’Epuration ;
STP: Standard Temperature and Pression ;

T: Température ;

TAN: Total Ammonia Nitrogen ;

TBAOH : TetraButylAmmonium Hydroxide ;

TCD : Thermique Conductivity Detector ;

TEOM : Taxe d'Enlévement des Ordures Ménaggres ;

Tg: Téragrammes ;

THF : Tétrahydrofolate ;

TSS : Temps de Séjour des Solides ;

V-PDB : Vienne-Pee Dee Belemnite ;

a: Facteur de fractionnement isotopique ;

aapp: Facteur de fractionnement isotopique apparent ;

AG': Energie libre ;

d: Composition isotopique en pour mille ;

9D: Diamétre ;

€: Facteur d'enrichissement isotopique ;

f: Fraction du produit a I’instant t ;

A: Temps de latence ;

Pem(w) : Production Cumulée de Méthane a la fin de I'expérience (mL.g" STP) ;
v: Fréquence de vibration des atomes les uns par rapport aux autres ;
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Introduction générale

Introduction générale

« La gestion de nos déchets présente toujours des enjeux majeurs ». C'est ainsi que
commence le rapport établi par I’ Atelier intergroupe Déchets fixant les objectifs du Grenelle
Environnement en septembre 2007. En effet, alors que la quantit¢ de déchets ménagers a
traiter reste importante (31 millions de tonnes de déchets issues des ménages produites en
2008), la nécessaire prise en compte des principes du développement durable que sont, la
limitation des émissions polluantes, la nécessité de préserver les ressources naturelles et
I'augmentation de la part des €nergies renouvelables dans le bouquet énergétique, impose de
développer de nouvelles filieres de traitement respectueuses de l'environnement. Ainsi, parmi
les enjeux forts du Grenelle Environnement, figure trés clairement la nécessité de développer
la valorisation de la fraction organique contenue dans les déchets ménagers, qui représente un
potentiel énergétique actuellement largement sous exploité. En effet, alors que 53 % de la
masse humide des déchets ménagers collectés est constituée de déchets organiques, seuls 6 %
d'entre eux sont valorisés par traitement biologique.

Dans ce contexte, les procédés anaérobies de traitement de déchets apparaissent
clairement pouvoir répondre a cet objectif. En effet, la dégradation de la matiere organique en
conditions anaérobies conduit a la production de gaz riches du méthane. Cette réaction
intervient dans de nombreux environnements naturels (rizieres, sédiments, tourbieres, ...). Le
méthane ainsi produit est un puissant gaz a effet de serre qui contribue a l'augmentation des
problémes actuels de réchauffement climatique. Lorsque cette méme réaction se produit dans
des environnements méthanogeénes industriels au sein desquels le biogaz peut étre capté, elle
permet la production d'énergie renouvelable. En effet, le biogaz ainsi généré contient une
importante quantité de méthane valorisable notamment sous forme d'¢électricité ou de chaleur.

Les installations industrielles reposant sur le processus de la digestion anaérobie de la
matiere organique contenue dans les déchets sont de deux types : les méthaniseurs
(installations hors-sol) et les installations de stockage de déchets bioactives. Alors que dans
les décharges classiques, la dégradation anaérobie des déchets était subie, il est possible de
l'accélérer et de l'optimiser dans les installations bioactives afin de réduire les impacts
environnementaux a long terme. Méme si le stockage ne peut étre considéré comme un
procédé de traitement stricto-sensu, la dégradation anaérobie dans les installations de
stockage bioactives suit un processus tout a fait similaire a celui se produisant dans les
méthaniseurs. Ce processus fait intervenir en cascade différentes réactions et populations de
micro-organismes permettant de transformer la matiere organique macromoléculaire en
biogaz. En raison de la complexité de cette chaine réactionnelle engendrée par la multitude et
l'imbrication des voies métaboliques, une bonne connaissance des effets des parametres
opérationnels sur l'orientation des métabolismes s'avere nécessaire afin d'optimiser ces
procédés. Ceci est notamment le cas pour la derniere étape, appelée méthanogenese, au cours
de laquelle le méthane est produit grace a I’action de micro-organismes selon différentes voies
métaboliques en fonction du substrat utilisé (CO,/Ha, acétate, ...).
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Introduction générale

Les différentes voies métaboliques responsables de la méthanogenése conduisent a des
fractionnements isotopiques différents. Ainsi, la mesure de la composition isotopique
(*C/"*C) du méthane et du dioxyde de carbone a permis d'identifier les voies métaboliques
responsables de la production du méthane dans les environnements naturels. Encore peu
utilisée dans les études sur la dégradation des déchets, cette approche devrait permettre
d’arriver a une compréhension plus fine des métabolismes méthanogénes mis en jeu et
d'éclaircir les incertitudes liées a leur succession au cours de la digestion anaérobie des
déchets.

Ce travail de recherche a ainsi pour premier objectif de valider ['utilisation de I'approche
isotopique déja utilisée pour 1'étude des environnements méthanogenes naturels, a des
systémes industriels de traitement de déchets. Les potentialités de 'approche isotopique seront
ensuite exploitées pour étudier l'effet de différents parametres d'ordre opérationnel sur les
processus de méthanisation. L'objectif général est ainsi d'obtenir une compréhension plus fine
de l'influence de ces différents parametres, notamment sur les voies métaboliques mises en
jeu.

Ce mémoire de these est organisé en quatre chapitres distincts.

Le premier chapitre présente la problématique de la gestion des déchets en France. Les
déchets, leurs évolutions ainsi que les filieres de traitement y sont présentés afin de permettre
d'appréhender de maniére globale le contexte socio-économique dans lequel s'insére ce
travail. Les procédés de stockage bioactif et de méthanisation des déchets y sont présentés de
maniere plus particulierement détaillée car ils sont directement liés aux travaux de these.

Le second chapitre propose une syntheése bibliographique articulée en deux parties.
Dans la premicre, le processus de méthanisation (ou de "digestion anaérobie") de la maticre
organique est présenté. Cette partie permet une compréhension de l'ensemble des réactions et
acteurs intervenant dans le processus de méthanisation. L'étape finale conduisant a la
formation du méthane, la méthanogenese, y est plus particulierement détaillée car c'est cette
derniére qui sera principalement étudiée dans le cadre de ce travail. La seconde partie de ce
chapitre présente l'ensemble des éléments nécessaires a la compréhension de I'approche
isotopique utilisée. Apres avoir rappelé le principe de cette approche, les travaux I'ayant mis
en ceuvre pour étudier la méthanogenese dans différents environnements naturels, sont
détaillés. Enfin, une syntheése des rares ¢tudes menées a l'aide de cette approche sur la
dégradation des DND est présentée.

Le troisieme chapitre présente le matériel et les méthodes utilisés au cours de ce travail.
L'ensemble des systémes expérimentaux utilisés (microcosmes, mésocosmes, ...) ainsi que les
méthodes analytiques et de calculs ayant été utilisés au cours des différentes expérimentations
réalisées y sont décrits.

Dans le quatrieme chapitre, les principaux résultats obtenus sont présentés et discutés.
Les résultats ayant permis de valider l'utilisation de I'approche isotopique proposée pour
I'étude de la méthanogenese lors de la digestion anaérobie des déchets, sont tout d'abord
détaillés. Dans une deuxieme partie, les données obtenues sur les effets de différents
parameétres opérationnels tels que, la température et la concentration en azote ammoniacal, sur
la mise en place des métabolismes méthanogenes, sont présentées et discutées. Les résultats
de deux expérimentations concernant des applications industrielles spécifiques aux procédés
anaédrobies de traitement des déchets non dangereux, au cours desquelles les potentialités de
I'outil isotopique ont été exploitées, sont ensuite présentés. Dans une derniére partie, les
données obtenues lors d'une campagne de mesures réalisée sur une installation de stockage de
déchets, sont discutées.
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Enfin, une conclusion générale propose une synthése des principaux résultats obtenus et
envisage les perspectives qu'ouvrent les travaux réalisés.
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Chapitre 1 : Problématique des déchets en France

Chapitre

Problématique des déchets non dangereux en
France

Ce premier chapitre introductif, présente l'ensemble des aspects socio-technico-
économiques relatifs a la gestion des Déchets Non Dangereux (DND) en France. Les travaux
présentés dans ce mémoire se situent au coeur de cette problématique en ayant recourt a des
techniques relevant de la biogéochimie isotopique pour étudier les phénomeénes intervenants
lors de la biodégradation de la matiere organique des déchets en absence d'oxygeéne
(phénomene ayant lieu dans les Installations de Stockage de Déchets Non Dangereux
(ISDND) et dans les unités de méthanisation). La premiere partie de ce chapitre précise les
définitions et présente le contexte socio-économique de la gestion des déchets en France.
Ensuite, la composition, 1'évolution et la caractérisation des ordures ménageres sont détaillées.
Le contexte législatif réglementant la gestion des déchets non dangereux est également
présenté. Enfin, la seconde et la troisiéme partie de ce chapitre présentent respectivement la
description technique des Installations de Stockage de Déchets Non Dangereux et celle des
installations de méthanisation.

1. Gestion des déchets en France

Les travaux présentés dans ce manuscrit sont au cceur de l'enjeu sociétal,
environnemental et économique que représente aujourd'hui la gestion des déchets en France.
Les paragraphes qui suivent présentent une vue globale de la problématique des déchets en
France. La production des déchets non dangereux, les filicres actuelles de gestion de ces
déchets et le contexte réglementaire y sont présentés. Ensuite, la composition des déchets non
dangereux, son évolution ainsi que leurs caractéristiques intrinseques sont détaillées.

1.1. Définitions

Etymologiquement, déchet vient de déchoir, du latin cadere (tomber). Un déchet est
défini par l'article L. 541-1 du code de l'environnement : "Est un déchet tout résidu d’un
processus de production, de transformation ou d’utilisation, toute substance, matériau, produit
ou plus généralement tout bien nuisible abandonné ou que son détenteur destine a 1’abandon".
Cette définition relativement générale s'entend quelle que soit la valeur marchande du déchet,
qui peut varier selon 1'époque, l'endroit et l'individu. Au sein méme des déchets, de
nombreuses catégories et sous catégories sont distinguées. Parmi elles, trois catégories sont
définies plus en détails dans ce paragraphe : les déchets dangereux, inertes et non-dangereux.

1.1.1. Déchets dangereux

La définition d’un déchet dangereux est donnée par le décret n°2002-540 du 18-04-
2002, relatif a la classification des déchets (transposition de la Décision 2001-573-CE qui
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¢tablit la liste des déchets et de la Directive 91-689-CE qui définit un déchet dangereux). Les
déchets dangereux sont les déchets issus de 1’activité industrielle qui représentent un risque
pour la santé ou I’environnement et qui nécessitent un traitement adapté. Ils peuvent générer
des nuisances pour I’homme et I’environnement, et présenter une ou plusieurs propriétés de
danger énumérées a I'Annexe I du décret du 18 avril 2002 (14 propriétés de danger sont
énumérées : explosif, comburant, inflammable, irritant, infectieux, mutageéne, €cotoxique...)
ce qui implique de prendre certaines précautions particulieres. Ils font 1’objet d’un controle
administratif renforcé (production, stockage, transport, ¢limination).

1.1.2. Déchets inertes

Les déchets inertes sont des déchets qui ne subissent aucune modification physique,
chimique ou biologique importante (gravas, terres...).

1.1.3. Déchets non dangereux (DND)

Les catégories de classifications des déchets sont relativement complexes et de
nombreuses appellations ont ét€¢ modifiées ce qui peut parfois créer quelques confusions. C'est
par exemple le cas de l'ancienne catégorie des Déchets Ménagers et Assimilés (DMA) qui
correspond aujourd'hui a la catégorie des DND.

Les DND sont les déchets constitués des ordures ménageres et des déchets provenant
des entreprises industrielles, des artisans, commergants, €coles, services publics, hopitaux,
services tertiaires, qui sont collectés dans les mémes conditions que les ordures ménageres.
Cette définition inclut les encombrants en provenance des collectes spécifiques, les déchets
verts, les déchets du nettoiement, les boues de station d'épuration et divers matériaux
recyclables. La Figure 1 illustre la répartition des différents déchets qui composent les DND
(Ademe 2007).

Dachets d'entreprises
collectés avec les OM
10 %

Déchets de la voirie
et des marches

9 9%
Ordures
ménageres Boues de STEP
47 % 19%

Déchets verts des collectivités
2%
Encombrants et déchets verts

des ménages
13 %

Figure 1 : Répartition en masse des DND selon leur origines, (Ademe 2007).
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Les travaux réalisés pendant cette thése portent sur les déchets non dangereux. Plus
précisément, ce sont les sous-catégories des ordures ménageres (OM) et des biodéchets
(appartenant aux DND) qui seront placées au centre de 1'étude présentée dans ce manuscrit.
En effet, la mati¢re organique présente dans ce type de déchet peut étre biodégradée dans les
installations de stockage de déchets non dangereux et dans les méthaniseurs.

1.1.3.1. Ordures ménagéres

La part la plus importante des DND correspond a la fraction des Ordures Ménageres
(OM). Les OM sont les déchets issus de l'activité domestique des ménages pris en compte par
les collectes usuelles ou séparatives.

1.1.3.2. Biodéchets

Les biodéchets sont composés de la fraction fermentescible des ordures ménageres
(déchets de cuisine, certains déchets verts des ménages présents dans la poubelle) ainsi que
des papiers (dont essuie-tout) et cartons.

1.2. La production des déchets en France et son évolution

1.2.1. La production de déchets en France

En 2004, la production totale de déchets en France était de 849 millions de tonnes. La
répartition des déchets en fonction de leur secteur de provenance est détaillée dans le Tableau
1. Deux secteurs produisent a eux seuls la grande majorité des déchets en masse (BTP et
agriculture/sylviculture). Les déchets de ’agriculture représentent une quantité importante
dont la majeure partie (déjections animales) est valoris€ée au sein des exploitations
productrices par retour au sol.

Tableau 1 : Contribution des différents secteurs a la production de déchets.
Tonnage en millions

Catégories Sous catégories de tonnes
Déchets des collectivités Voirie, marché, boue et déchets 14
verts D
Déchets des ménages Encombrants et dech,ets V‘CI'tS 6 N
Ordures ménageres 22 D
DND collectés avec les OM 4.5
Déchets des entreprises DND collectés privés 79,2
Déchets dangereux 6
Dechets de 'agriculture et de la Elevage, cultures et forét 374
sylviculture
Déchets d'activités de soin 0,2
Déchets du BTP Batiment, tr.::waux publics, ... 340
Déchets dangereux 3
Total 848,9

Source ADEME-IFEN (Ademe 2007)

Données issues d'enquétes, d'études ou d'estimations produites entre 1995 et 2006

Parmi tous les types de déchets, les DND représentent un flux de 46,5 millions de
tonnes. La répartition par type de déchets au sein de cette catégorie est donnée en Figure 1.
Les OM représentant 47 % de ces 46,5 millions de tonnes, cela correspond a environ 22
millions de tonnes a traiter annuellement. Le reste du tonnage correspond aux déchets des
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collectivités, aux encombrants et déchets verts ainsi qu'aux déchets des entreprises collectés
avec les OM.

Dans la suite de ce manuscrit, nous nous intéresserons plus particuliecrement aux OM et
aux biodéchets. En effet, ce sont ces catégories des DND qui, du fait de leurs caractéristiques,
présentent un potentiel valorisable par digestion anaérobie.

1.2.2. L'évolution de la production des OM

Un suivi de la production des déchets en France a été initié par différents ministeres et
agences depuis les années 70. En raison de la croissance démographique et de 1'évolution des
modes de vie, la production de déchets en provenance stricte des ménages a doublée sur les 40
dernicres années. Méme si, depuis 2002, la production de déchets connait une stabilisation,
depuis 1998 chaque habitant produit tout de méme en moyenne un peu plus de 350 kg de
déchets par an (Figure 2).

Kg
350
200
250
200

Figure 2 : Progression de la production d'OM par habitant en provenance stricte des ménages, (Ademe
2007).

1.3. Les différentes filieres de gestion des OM

La prise de conscience des enjeux €conomiques et environnementaux relatifs a la
gestion des DND n'est apparue que récemment (dans les années 1980). En effet, avant cette
date, les déchets étaient majoritairement enfouis dans des décharges non controlées et dont les
dispositifs de protection du milieu naturel étaient moins efficaces qu'actuellement. Depuis,
avec la prise de conscience des notions de protection de l'environnement, ce sont
principalement quatre filieres qui se sont développées en France. Le traitement thermique et
I'enfouissement en Installation de Stockage de Déchets (ISD) représentent plus de 80 % du
devenir des OM. Le tri et le recyclage absorbent 13 % des OM et le compostage et la
méthanisation 6 % (Figure 3). Le stockage en ISD reste une des méthodes majoritairement
utilisée pour 1'élimination des déchets puisque 39 % des OM y sont enfouis (Ademe 2007). De
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plus, cette filiere est a ce jour indispensable pour I'élimination des résidus produits par les
autres filieres. Grace aux évolutions techniques et a celles du contexte réglementaire, les
filiecres de l'incinération et de I'enfouissement sont devenues plus respectueuses de
I'environnement de part le développement d'équipements permettant de minimiser leurs
impacts sur le milieu naturel. D'autre part, I'augmentation des prix de rachat de 1'¢électricité
produite par valorisation du biogaz, a entrainé une généralisation de la valorisation de ce
dernier en ISDND et semble avoir permis a la méthanisation de devenir économiquement
attrayante d’ou une rapide augmentation du nombre de projets en instruction.

Traitement thermique
43%

Tri pour recyclage
13%

Traitement
biologique
6%

Enfouissement
39%

Figure 3 : Mode de traitement des OM, (Ademe 2007).

L'état actuel du nombre d'unités de traitement des déchets frangais a été¢ donné par le
Commissariat Général au Développement Durable du Ministere de I'Ecologie, de 1'Energie, du
Développement Durable et de la Mer (CGDD-MEEDDM) et est listé ci-dessous :

Incinération : 130 usines d’incinération sur le territoire en 2006 (300 en 1995).
7 usines d’incinération en projet ou en construction.

Meéthanisation : 6 installations industrielles en fonctionnement en France pour
le traitement de déchets ménagers en mélange ou apres collecte sélective de la
fraction organique en 2006. 139 projets de traitement de déchets agricoles
recensés fin 2008.

Compostage : 800 installations de compostage en fonctionnement en France en
2006, avec une capacité de traitement comprise entre 1000 tonnes/an et 100
000 tonnes/an. Entre 5,5 et 6 millions de tonnes de déchets traitées chaque
année par compostage sont transformées en environ 1,8 million de tonnes de
compost.

Stockage de déchets non dangereux : 303 installations en exploitation en 2006
(contre plus de 500 en 1993).

Tri des déchets : Plus de 300 centres de tri de déchets ménagers et assimilés
absorbant 6,4 millions de tonnes de déchets en 2006.

Recyclage : 18 millions de tonnes de matériaux recyclés ont été intégrés dans
la production de matériaux (acier, papiers cartons, plastiques, verre, métaux
non ferreux)
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En 1993, le parc des ISD atteignait les 500 installations. Depuis, avec la prise en compte
des impacts environnementaux, la montée de l'intercommunalité et les contraintes technico-
économiques de plus en plus fortes, le nombre d'ISD en exploitation a diminu¢ pour atteindre
303 installations en 2006. Aujourd'hui, méme si I'impact environnemental du stockage des
déchets s'est amélioré grace a un meilleur confinement des déchets stockés, 1'ouverture de
nouveaux sites est tres difficile du fait de 1'opposition que peuvent rencontrer ces projets. A
cela s'ajoutent, une 1égislation contraignante (durée post exploitation de 30 ans minimum) et
des garanties financicres nécessaires tres importantes. Une situation relativement similaire est
constatée pour la filiere incinération (diminution depuis 1995 de 300 a 130 usines 2010).
Devant ce constat et pour faire face a I'épuisement des exutoires actuels alors que la
production de déchets est toujours aussi importante, on assiste actuellement a I'essor des
traitements par meéthanisation, compostage et du tri/recyclage. Cette mutation est encouragée
par les politiques publiques puisque, suite a la loi Grenelle II (publiée au Journal Officiel du
13 juillet 2010), les objectifs suivants en maticre de gestion des déchets ont notamment été
fixés a court ou moyen termes (liste non exhaustive) :

e Mise en place de filieres de récupération et de traitement spécifique pour les
seringues, les déchets dangereux des ménages, les pneumatiques, les déchets
d’équipements électriques et électroniques et les produits d’ameublement ;

e Modulation de la contribution financiére de chaque produit a sa filicre de
traitement en fonction de son impact environnemental et de ses valorisations,
notamment de sa recyclabilité ;

e Création dans tout magasin d’alimentation de plus de 2 500 m* d’un point de
déballage des suremballages des produits en sortie de caisse ;

e Harmonisation des consignes de tri d’ici 2015 et mise en place d’une
signalétique appropriée sur les consignes de tri sur tous les produits concernés
d’ic1 2012 ;

e Limitation des capacités d’élimination ou d’enfouissement des déchets
ménagers afin de favoriser la prévention, le recyclage et la valorisation ;

e (réation d’une collecte sélective obligatoire des déchets organiques par leurs
gros producteurs ;

e Limitation du traitement des installations de stockage et d’incinération a 60 %
des déchets produits sur le territoire ;

e Possibilité donnée aux collectivités locales d’expérimenter pendant trois ans la
mise en place d’une part variable incitative, calculée en fonction du poids et du
volume des déchets, dans la TEOM (Taxe d'Enlévement des Ordures
Ménageres) ;

e Développement des filieres de valorisation de la fraction organique des
déchets.

1.4. La composition des OM et son évolution

Afin d'évaluer et d'étudier la biodégradabilité¢ des Ordures Ménageres (OM), il est
essentiel de bien connaitre leur composition et notamment celle de la fraction organique
présentant un potentiel valorisable lors de la digestion anaérobie. Ainsi, la composition de
I'OM frangaise et son évolution sont présentées plus en détails dans ce paragraphe.

1.4.1. Composition des OM

Etablir la composition d'une OM n'est pas chose aisée du fait des hétérogénéités
spatiales et temporelles des flux générés. L'échantillonnage se doit donc d'étre représentatif de
I'ensemble des déchets a caractériser. Une des procédures reconnue et couramment utilisée en
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France pour l'échantillonnage des déchets est la procédure MODECOM™ (MéthODE de
Caractérisation des Ordures Ménageres) (Ademe 1993). Cette méthode, développée par
I'Ademe en 1993, propose une procédure d'échantillonnage aléatoire des déchets et
recommande une prise d'échantillon d'au moins 500 kg. Les campagnes de caractérisation des
OM de I'Ademe, réalisées en 1993 et 2007, différencient des catégories (douze au total plus
les "fines") et des sous-catégories de déchets.

La composition des OM en 1993 est détaillée en Figure 4. Les déchets putrescibles
représentent environ un quart du pourcentage de la masse humide (28,6 %). Si on y ajoute les
papiers et les cartons, plus de 54 % de la masse humide des OM correspond donc a une
fraction "biodégradable".

@D échetz putrescibles

0 5%
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OComplexes
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B Tediles sanitaires
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O Combustibles nonclassés
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O Meét s
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WD échets spéciac

Figure 4 : Composition moyenne nationale des ordures ménagéres.
(Ademe 1999) (En % de la masse humide)

La campagne de caractérisation réalisée en 1993 différencie trois zones de collecte :
zone urbaine, semi-urbaine ou rurale. Cette différenciation permet de mettre en évidence des
différences spatiales. Par exemple, en zone urbaine, plus de papier arrive dans les poubelles.
En plus de la variabilité géographique, une variabilité saisonniere peut également exister.

Ce sont les résultats obtenus lors de la campagne d'échantillonnage de 1993 (Ademe
1999), qui ont été utilisés pour reconstituer le déchet utilisé lors des expériences décrites dans
la suite de ce manuscrit.

1.4.2. Evolution de la composition des OM

Suite a la publication (Ademe 2010) des résultats de l'enquéte nationale de
caractérisation des OM réalisée par 'Ademe en 2007 par la méthode MODECOM™, il
apparait que la composition des OM a peu évolué. En effet, entre 1993 et 2007, la
composition globale des ordures ménageres est restée sensiblement identique. En 2007, les
grandes catégories restent les déchets putrescibles (32,2 %), les papiers-cartons (21,5 %), le
verre (12,7 %), les plastiques (11,2 %), les textiles (10,6 %, dont les textiles sanitaires), les
métaux (3 %) et divers matériaux composites ou non classés (8,9 %). Toutefois, une légere
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baisse de la part des emballages (carton, plastique et verre) qui est passée de 39 a 32 % est
remarquée. Au contraire, les textiles sanitaires (couches, lingettes, mouchoirs papier ...), ont
atteint la proportion de prés de 9 % soit 34 kilos par habitant par an, ce qui représente une
augmentation significative par rapport a 1993 expliquée en grande partie par l'utilisation de
plus en plus courante des lingettes jetables. Certains composés toxiques affichent également
une baisse significative par rapport aux données de 1993. Cette amélioration est probablement
liée a la progression des collectes sélectives des déchets dangereux diffus, notamment en
décheterie, ainsi qu’a une meilleure conception de nombreux produits.

1.5. Caractérisation des OM et des biodéchets

Dans le cadre de la campagne de caractérisation des OM de 1'Ademe réalisée en 1993,
tout un ensemble de parametres des OM a été déterminé. Parmi ces parametres, la teneur en
eau du déchet global est de 35 % de la masse humide, alors que la teneur en MV (Matieres
Volatiles) du déchet global est de 59,2 % de la masse seche. Les teneurs en carbone et en
azote organique sont respectivement : 33,4 % et 0,73 % de la masse séche (cf. Tableau 2).
Cette caractérisation est essentielle pour la compréhension des processus de dégradation
(Ademe 1999).

Tableau 2 : Teneur en eau, MV, C et N org des OM francaises en 1993 - (Ademe 1999).

Teneur en
Teneur en eau Teneur en Teneur en N
Catégories My ¢ organique
(:(;nllnliilses)e (% masse séche)

Déchets putrescibles (déchets de cuisine, DV...) 63,3 82,2 41,3 1,79
Papiers (emballages, journaux, magazines...) 26,7 82,1 43,8 0,32
Cartons (cartons plats, ondulés, autres...) 34,1 86,9 42,1 0,33
Complexes (emballages complexes) 24,8 85,8 49 0,33
Textiles (emballages textiles, autres...) 23,5 92,9 51,4 3,34
Textiles sanitaires (couches, coton hygiénique) 59,9 90,7 50,4 0,67
Plastiques (PE, PVC, PET, polystyréne) 23,7 91,8 65,7 0,43
Combustibles non classés (bois, caoutchouc...) 20,1 83,7 46,7 1,66
Verres 0,6 0,9 0,4 0,02
Métaux (aluminium, métaux ferreux, cuivre...) 8,7 0,9 - 0,38
Incombustibles non classés (pierres, gravats...) 9,9 8,3 1,9 0,18
Déchets spéciaux (chiffons souillés, piles...) - 15,6 - 0,49
Déchet global 35 59,2 33,4 0,73

Toutefois, la connaissance de nos ordures ménageres est encore insuffisante. En effet, la
connaissance des teneurs en eau, en MV, carbone et azote ne permet pas de connaitre la
biodégradabilité¢ des déchets et leurs productions réelles de méthane. Si 1'on s'intéresse plus
particulierement au potentiel de production de méthane des différents types de déchets solides,
il est, contrairement aux effluents liquides, difficile de mesurer la DCO qui permet
généralement d'en évaluer le potentiel méthanogene. En effet, dans le cas de déchets solides,
le potentiel méthanogeéne est généralement exprimé par rapport a un flux massique de matiere
organique (mesuré¢ en MV). Cependant, il n'y a pas forcément de correspondance entre la
matiere organique d'un déchet et son potentiel de production de méthane car la totalité de la
matiere organique n'est pas toujours dégradée lors des processus de méthanisation et cela
particulierement dans le cas des déchets solides.

En ce qui concerne les biodéchets, peu de données fiables sont disponibles, aussi bien en
ce qui concerne leurs compositions que leurs caractérisations (probablement du fait d'une
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variabilité trés importante aussi bien spatiale que temporelle). Cependant, quelques valeurs de
ratio C/N pour des biodéchets et pour des déchets verts ont permis de donner une gamme :

- C/N des déchets verts : compris entre 7 et 14,9 (Francou, Lineres et al. 2008) (Annexe 1) ;

- C/N des biodéchets : compris entre 14,8 et 36,4 (Zhang, El-Mashad et a/. 2007; Francou,
Lineres et al. 2008)(Annexe 1).

Afin de mesurer le potentiel de production de méthane d'un type de déchet donné en
condition anaérobie, il existe des tests normalisés (BMP, GB,, GS,, ....). Le test dit BMP
(Biochemical Methane Potential), décrit dans la norme NF EN ISO 11734 concernant
I'évaluation de la biodégradabilité anaérobie "ultime" des composés organiques dans les boues
de digesteurs, en fait partie. Il permet de déterminer la quantité maximum de méthane pouvant
étre produit a partir de la matiere organique introduite dans un milieu "favorable et idéal" aux
processus de dégradation anaérobie. Pour ce faire, un consortium microbien ainsi que
I'ensemble des éléments indispensables au développement des micro-organismes (minéraux,
métaux, ...) sont utilisés. Le Tableau 3 regroupe quelques exemples de potentiels
méthanogenes déterminés par test BMP sur des déchets ménagers de différents types. Une
approche purement théorique fondée sur une approche steechiométrique considérant la
composition élémentaire des différents constituants des déchets, donne 200 a 270 m’ de
biogaz par tonne de déchets secs. Une approche reposant sur des tests de biodégradabilité
donne des potentiels de production de méthane compris entre 60 et 170 m’> de méthane par
tonne de déchets secs (El-Fadel, Findikakis et al. 1996).

Tableau 3 : Biodégradabilité anaérobie de déchets ménagers ou fractions de déchets - (Gachet 2005).
Taux de biodégradation

Nature du déchet Test . . Références

(potentiel méthane)
Déchets ménagers BMP 186 a 222 L/kg MO Totale
De:chets de jard'in BMP 123‘ 4209 L/kg MO Totale (Owens et Chynoweth 1993)
Déchets de papier BMP 84 4 278 L/kg MO Totale
Déchets d'ELA BMP 318 a 349 L/kg MO Totale
Déchets ménagers BMP environ 400 L/kg MO Totale (Chen, Ecke et al. 1995)
Déchets ménagers frais BMP 177 Nm*/t MS (Heiss-Ziegler et Lechner
Déchets ménagers compostés BMP 4,8 Nm’/t MS 1999)
Déchets ménagers BMP 854125 m’ t MS (Harries, Cross et al. 2001a)
Déchets ménagers papier BMP 127 4167 m’ t MS
](Zi)'z'lcglbe;;an;inagers carton BMP 209 m® t MS |
Déchets ménagers textile BMP 943142 m’ t MS (Harries, Cross et al. 2001b)
Déchets ménagers bois BMP 28 m® t MS
Déchets ménagers putrescibles BMP 16 494 m’ t MS

D'autres types de caractérisations plus détaillées, qui ne seront pas présentées dans ce
manuscrit, permettent d'obtenir une meilleure connaissance de la composition et des
caractéristiques des OM et des biodéchets. Certaines caractérisations physique, chimique
(analyse élémentaire, fraction soluble), biologique, biochimique (lipidique, protéique,
humique) ou thermique (Achour 2008) peuvent ainsi permettre de mieux ¢évaluer la
biodégradabilité de la matiére organique présente dans les déchets.

1.6. Contexte réglementaire

Plusieurs textes, européens et nationaux, encadrent le traitement des déchets en France.
Le code de I'environnement regroupe l'ensemble des grands principes du cadre réglementaire

-37 -



Chapitre 1 : Problématique des déchets en France

frangais en ce qui concerne les déchets. Un bref aper¢u de quelques notions importantes de la
législation en vigueur est présenté dans la suite de ce paragraphe.

Les décisions concernant I'élimination des déchets passent par la mise en ceuvre de plans
d'élimination des déchets :

e Plans départementaux d'élimination des déchets non dangereux.
Chaque département est couvert par un plan départemental ou interdépartemental
d'élimination des déchets non dangereux. Ce plan est établi en concertation avec des
représentants des communes et de I'ensemble des acteurs concernés. Le plan dresse
l'inventaire des types, des quantités et des origines des déchets a éliminer et des
installations existantes appropriées. Il énonce les priorités a retenir afin de garantir un
niveau élevé de protection de I'environnement tout en tenant compte des moyens
économiques et financiers nécessaires a leur mise en ceuvre.
e Plans régionaux pour les déchets industriels et ménagers dangereux.

La majorité des installations de gestion des déchets est régie par la réglementation qui
définit les contraintes juridiques et techniques d'exploitation d'une installation listée dans le
Décret du 20 mai 1953 relatif aux Installations Classées pour la Protection de 1'Environnement
(ICPE). Ces installations sont soumises a une réglementation spécifique qui complete la
réglementation sur les déchets. Elles sont soumises a une procédure soit de déclaration, soit
d'autorisation.

Les unités de méthanisation traitant des déchets ménagers (ordures ménageres et boues
de station d'épuration) sont des Installations Classées pour la Protection de 'Environnement,
soumises a autorisation. Les ISD, sont elles aussi des ICPE soumises a autorisation. Enfin, les
conditions de stockage des déchets ont été cadrées par l'adoption de la Directive 1999/31/CE
du 26 avril 1999 concernant la mise en décharge. Cette directive prévoit l'orientation des
déchets vers les différents types de décharge :

e Décharge de déchets dangereux (Classe 1).

Destinée aux déchets industriels spéciaux.

e Décharge de déchets non dangereux (Classe 2).

Destinée aux ordures ménageres et aux déchets industriels banals.
e Décharge de déchets inertes (Classe 3).

Destinée aux déchets inertes.

L’influence de la réglementation communautaire relative aux déchets sur le droit des
déchets francais est a la base de la construction d’un dispositif réglementaire relativement
large, exigeant et de plus en plus tourné vers la protection de I’environnement. A partir de
1975, le législateur francais suit « le train communautaire ». Le droit des déchets frangais se
construit depuis par réajustements successifs.

2. Description technique d'une ISDND

2.1. ISDND classique

2.1.1. Définition

Aujourd'hui, les installations de stockage de déchets non dangereux (classe 2) sont
devenues de véritables sites industriels soumis a une réglementation stricte et faisant I'objet de
regles rigoureuses de conception, d'exploitation et de surveillance. Dans l'arrété du 9
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septembre 1997 (modifié les 31 décembre 2001, 3 avril 2002 et 19 janvier 2006) I'TISDND est
définie comme étant une installation "d'élimination de déchets ménagers et assimilés
(aujourd'hui DND) par dépdt ou enfouissement sur ou dans la terre". La Figure 5 présente un
schéma de principe d'une ISDND.

Puits de pompage

Torchére ou du biogaz

valorisation

\.-]L;
i

Puits de pompage Unité de traitements
des lixiviats des lixiviats

Massif de déchet

Sécurité active :
Couverture

Sécurité passive : -
Géomembrane

Argile

Drains  Couche drainante

Figure 5 : Schéma d'une ISDND.

2.1.2. Localisation et aménagement

Le site doit répondre a une liste de critéres définit dans les articles 9 a 11 de 'arrété du 9
septembre 1997. Parmi ces derniers, le contexte géologique et hydrologique du site doit étre
favorable. En particulier, le sous-sol doit constituer une barrieére de sécurité passive qui ne doit
pas étre sollicitée pendant l'exploitation et le site doit garantir la protection des sols, des eaux
souterraines et de surfaces. Les risques d'inondation, d'affaissement, de glissement de terrain
ou d'avalanche sont également pris en compte et une distance minimum de 200 metres a toute
zone habitée est un critére pour le choix du site.

2.1.3. Structure technique d'une ISDND

2.1.3.1. Barriere de fond

La barriére de fond d'une ISDND (préconisée par l'arrété du 9 septembre 1997) est
constituée d'une structure composée d'une barriere de sécurité passive et d'une barriere de
sécurité active comme représenté sur la figure 6.

La barriére de sécurité active est constituée d'une géomembrane, généralement en PEHD
(polyéthylene haute densité), qui assure I'étanchéité des casiers. Cette géomembrane est
recouverte d'une couche drainante (massif granulaire parcouru de drains nécessaires au
drainage et a la collecte des lixiviats).
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La barriere de sécurité passive est nécessaire pour assurer la prévention d'une pollution
des sols et des nappes d'eau sur le long terme. En cas de défaillance de la barriere de sécurité
active, elle assurera le role d'étanchéité des casiers.

Déchets
Couche drainante
. Ge.otextlle ; Sécurité
anti-poinconnant ’ ) ; T active
; L}
Géomembrane ’ 1 m d’argile A
K<10°m.s™
K étant la conductivité L,
hydraulique du sol a Sécurité
1’état saturé 5m Passive
d’argile
K<10%m.s™
v

Figure 6 : Schéma du systéme d'étanchéité composite du fond et des flancs de casiers d'une ISDND,
(Vigneron 2005).

2.1.3.2. Couverture

Lorsque 'exploitation des casiers est terminée, la couverture définitive est mise en place
sur le massif de déchets. C'est une barriere de sécurité active dont le but est d'isoler le massif
de déchets de l'extérieur (limitation des entrées d'eau et des sorties de biogaz). Elle doit
résister a de nombreuses agressions (ruissellements, intrusions de racines, tassements,
agressions chimiques, ...), conserver son intégrité et rétablir 1'esthétique du site (Ademe
1999b). 1l existe deux types de couvertures : les semi-imperméables et les imperméables. La
structure d'une couverture impermeéable est détaillée en Figure 7.

Fonctions Eléments constitutifs

Evapotranspiration
Anti-érosion

Support de la végétation
Stockage d’cau

Séparation, filtration €— Géotextile
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Protection anti-intrusion

Couche drainante eaux Sable
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..-.........-.........-......( ,
<4 Géomembrane

Anti-poinconnant
Etanchéité

Réduction de ’infiltration
Stabilité mécanique

Séparation, filtration

) _ 4— Géotextile
Drainage des biogaz Graviers

Figure 7 : Couverture imperméable et exemple d'éléments constitutifs, (Vigneron 2005).
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2.1.4. Exploitation du site

La phase d'exploitation est régie par de nombreuses regles (directive européenne
1999/31/CE du 16 avril 1999 et arrété du 9 septembre 1997) concernant la maitrise et le
controle quantitatif et qualitatif des flux entrants (déchets, eaux de pluies, ...), des flux
sortants (biogaz, lixiviats, ...) et du milieu naturel (eaux souterraines, ...). La surveillance du
site s'applique aux zones de stockage de déchets et aux zones associces (bassin de stockage
et/ou traitements des lixiviats, unité de destruction ou de valorisation du biogaz, ...).

Le principe schématique de l'exploitation consiste a déposer les déchets dans 1'alvéole ou
le casier en exploitation par couches successives compactées. Généralement, les déchets sont
déchargés des camions au niveau d'un quai de déchargement, ensuite ils sont déplacés jusqu'a
la zone d'exploitation par un tractopelle et enfin, le compactage est réalis¢ a l'aide de
compacteurs. Afin de réduire les nuisances, les déchets doivent étre périodiquement
recouverts de matériaux inertes.

2.1.5. Effluents

2.1.5.1. Lixiviat

Le terme lixiviat désigne "tout liquide filtrant par percolation des déchets mis en
décharge et s'écoulant d'une décharge ou contenu dans celle-ci". Au contact des déchets, le
lixiviat va se charger en polluants par voie mécanique, chimique et biologique. La qualité des
lixiviats est donc trés variable d'un site a l'autre et évolue au cours du temps. La
réglementation impose des valeurs seuils a atteindre apres traitements, pour certains polluants,
avant rejet dans le milieu naturel.

Le suivi de certains parametres des lixiviats peut renseigner sur 1'état de dégradation du
massif de déchets. L'évolution du pH, de la charge organique et de sa biodégradabilité ainsi
que les teneurs en métaux en sont les principaux indicateurs.

2.1.5.2. Biogaz

Le biogaz de décharge est défini comme "tous les gaz produits par les déchets mis en
décharge" (Directive européenne (99/31/CE) du 26 avril 1999).
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Figure 8 : Evolution de la composition du biogaz au cours des différentes phases de dégradation -
(Farquhar et Rovers 1973).
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Dans la phase anaérobie méthanogeéne, le biogaz est principalement composé de
méthane et de dioxyde de carbone : entre 50 et 70 % de méthane pour 30 a 50 % de dioxyde
de carbone (Farquhar et Rovers 1973). La composition du biogaz au cours des quatre phases
de dégradation (Barlaz, Schaefer et al. 1989), est présentée sur la Figure 8 ou la phase I est la
phase aérobie, la phase II est la phase acide anaérobie, la phase III est la phase méthanogene
accélérée et la phase IV est la phase méthanogene ralentie.

La collecte et le traitement du biogaz sont imposés par la réglementation afin de
protéger I’environnement des gaz a effet de serre et d’assurer la sécurité du site en évitant
I’accumulation de biogaz pouvant provoquer des explosions ou des incendies. Chaque ISDND
doit donc au minimum assurer le captage et la destruction du biogaz (principalement via des
torchéres). Une alternative économiquement et environnementalement intéressante est la
valorisation de 1'énergie renouvelable qu'est le biogaz. Collecté a partir des puits installés au
sein du massif de déchets, le biogaz est capté grace a la création, via des sur-presseurs, d'une
légere dépression a l'intérieur du massif. Le biogaz est ensuite envoyé dans des moteurs a
combustion pour y étre valorisé en produisant de I'électricité pouvant étre exportée sur le
réseau électrique public.

Figure 9 : Schéma de principe de la valorisation du biogaz (CEL /GAS).

2.1.6. Post exploitation et réhabilitation du site

Le programme de suivi post exploitation dure au minimum trente ans et comprend la
surveillance et l'entretien du site et des installations. Il comprend également le suivi des rejets.
Les analyses sont relativement identiques a celles qui sont réalisées durant la phase
d'exploitation (lixiviats, biogaz, eaux de ruissellement, eaux souterraines & air ambiant).
Seule la fréquence d'analyse diminue (généralement tous les six mois).

La revégétalisation du site a une double fonction : elle doit permettre sa réintégration
paysagere dans l'environnement et protéger le sol contre 'érosion via le développement du
systéme racinaire.

2.2. ISDND bioactive

2.2.1. Définition

Depuis les années 1970, principalement aux Etats-Unis, une nouvelle stratégie de
gestion des ISDND a émergée : I'ISDND bioactive ou "bioréacteur" (Barber et Maris 1984;
Yuen, Styles et al. 1995; Reinhart et Townsend 1998; Pacey 1999). Cette nouvelle approche
peut se définir comme "une tentative de maitrise des processus d'évolution (microbiologiques)
des déchets biodégradables dans une installation confinée en vue de transformer et de
stabiliser la fraction facilement et modérément fermentescible des déchets, dans un temps
compatible avec la période de suivi post-exploitation d'une ISDND conformément au principe
de développement durable" (Vigneron 2005). Dans cette approche nouvelle de
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I'enfouissement des déchets, I'lSDND devient un procédé industriel dont le but est d'obtenir
une stabilisation des déchets plus rapide qu'en ISDND classique, accompagnée dune
production de biogaz accrue avant la période de post exploitation.

Le concept d'ISDND bioactive regroupe différentes techniques : (i) l'injection d'air dans
le massif de déchets, (ii) l'injection de lixiviat, et (iii) I'injection conjointe d'air et de lixiviat.
La seconde technique reposant sur l'injection de lixiviat est présentée plus en détails dans le
paragraphe suivant.

2.2.2. ISDND bioactive par recirculation de lixiviat

2.2.2.1. Concept

La mise en ceuvre d'un systeme entrainant une étanchéité compléte (couverture, fond et
flancs) dans les ISDND "classiques", a pour but de limiter au maximum Dinfiltration d’eau
dans le massif de déchets. De ce fait, un dessechement rapide du massif de déchets peut avoir
lieu. La conséquence est alors une augmentation du temps nécessaire a la stabilisation des
déchets (temps pouvant alors atteindre plusieurs siecles) du fait du déficit d’humidité
(Pohland et Al-Yousfi 1994; Reinhart et Townsend 1998; Pacey 1999). Ce concept de
systtme fermé, génere ainsi la "tombe seche". L’ISDND devient alors une "bombe" a
retardement (Delineau et Budka 2000). En effet, cet état "sec" n’est que latent car une
intrusion d’eau dans le massif de déchets peut relancer les processus de biodégradation de
maniére incontrolée (Ademe 1999b).

Dans le but de répondre a cette problématique, le concept d’ISDND bioactive (ou de
bioréacteur anaérobie) par recirculation de lixiviat a été¢ développé. Le but est de favoriser les
réactions de biodégradation en augmentant 1’humidité du massif de déchets. Le principe
repose sur l’utilisation de I'ISDND et de ses infrastructures d’étanchéités, ainsi que sur la
recirculation d’un liquide (généralement le lixiviat), qui va permettre le maintien, au sein du
massif de déchets, d’une humidité optimale pour la dégradation des déchets. De plus, cette
technique conduit a long terme a la réduction de la charge organique polluante des lixiviats
(Barber et Maris 1984).

2.2.2.2. Systéme de recirculation

Le choix et la conception du systeme de recirculation est une étape clé pour 1'efficacité
d'une ISDND bioactive car c'est elle qui va permettre d'obtenir une teneur en eau la plus
homogene possible au sein du massif de déchets (Mehta, Barlaz et al. 2002). Liés aux
contraintes d'exploitation et aux contraintes €conomiques, deux types de systéme de
recirculation sont généralement utilisés : la recirculation par tranchées horizontales et/ou par
puits verticaux (Reinhart 1996). Ces systémes doivent résister dans le temps au colmatage et
au tassement des déchets et assurer une répartition homogene de I’humidité.

Une capacité de stockage des lixiviats a recirculer et éventuellement une unité de
prétraitements des lixiviats avant recirculation font également parties des équipements
nécessaires a une ISDND bioactive.

2.2.2.3. Recirculation de lixiviat

Les quantités de lixiviats recirculées sont trés différentes en fonction de chacun des
sites. En effet, chaque exploitant ajuste le volume réinjecté en fonction des volumes collectés
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en fond de casier et de la capacité de stockage. Le Tableau 4 regroupe les volumes réinjectés
sur quelques sites.

Tableau 4 : Débits de recirculation de lixiviats sur sites - (Vigneron 2005).

Volume de lixiviat

Auteurs Sites . .
recirculé
(Barina, Budka et al. 2001) The Busta Landfill (Italie) 3 a4 m’ lixiviat/ha/j
(Frangois 2004) Site de Lapouyade (France) 48 m’ lixiviat/ha/j
(Burton et Watson-Craik 1999) Auchencarroch (Strathclyde, Ecosse) 0,123 m’lixiviat/an/m’
(Delineau et Budka 2000) Nanticoke (Bringhamton, Etats-Unis) 0,135 m’ lixiviat/an/m’
(Yuen, Styles et al. 1995) Lyndhurst (Melbourne, Australie) 2,65 m’ lixiviat/an/m’
(Delineau et Budka 2000) Vert-le-Grand (France) 0,138 m’ lixiviat/an/m’
(Gachet 2005) SYDOM du Jura (France) 0,18 m’ lixiviat/an/tonne
(Delineau et Budka 2000) Yolo County Central Landfill (Davis, 0.54 m’ lixiviat/an/tonne
Californie)

2.2.2.4. Avantages

La durée nécessaire a la stabilisation des déchets en ISDND bioactive serait comprise
entre 10 et 15 ans contre 30 a 150 ans pour une ISDND classique (Pacey 1999). Donner des
chiffres est compliqué mais le phénomene d'accélération est, quant a lui, admis par de
nombreux auteurs. Les principaux avantages de I'ISDND bioactive sont :

e Réduction de la charge polluante biodégradable des lixiviats. L'accélération de la
vitesse de dégradation de la matiere organique (Chian et De Walle 1976; Suflita,
Gerba et al. 1992; Reinhart et Al-Yousfi 1996), entraine la diminution de la DCO
(Pohland 1975; Titllebaum 1982; Pohland et Al-Yousfi 1994; Ozkaya, Demir et al.
2004) et facilite donc le traitement des lixiviats (Pohland et Al-Yousfi 1994;
Warith, Zekry et al. 1999; Kim et Pohland 2003).

e Augmentation de la production de biogaz pendant la phase d'exploitation. Un
démarrage précoce de la méthanogenese peut tre obtenu grace au pouvoir tampon
du lixiviat qui stabilise le pH a des valeurs idéales pour les micro-organismes
méthanogeénes (San et Onay 2001; Ozkaya, Demir et al. 2004). La vitesse de
production du biogaz (Reinhart et Al-Yousfi 1996; El-Fadel 1999) et notamment
du méthane (Attal, Akunna et al. 1992; Gurijala et Suflita 1993; Jokela, Kettunen
et al. 1999; Barina, Budka et a/. 2001; Chan, Chu et al. 2002; Mehta, Barlaz et al.
2002; Demir, Ozkaya et al. 2004a; Demir, Bilgili et al. 2004b) est plus rapide que
dans une ISDND classique.

e Augmentation de la vitesse de tassement des déchets (Leckie, Pacey et al. 1979;
Buivid, Wise et al. 1981; El-Fadel 1999; Chan, Chu et a/. 2002; Mehta, Barlaz et
al. 2002; Ozkaya, Demir et al. 2004) permettant d'obtenir un vide de fouille plus
important qu'en mode de gestion classique (Warith, Zekry et al. 1999).

La sollicitation des systemes d'étanchéité et de drainage est maximisée pendant la
période ou leur efficacité est optimale. La production de biogaz est augmentée pendant la
période d'exploitation ce qui permet de rentabiliser la valorisation de ce dernier. Les risques
environnementaux pour les générations futures sont ainsi minimisés.
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2.2.2.5. Limites

Les risques des ISDND bioréacteur sont ceux des ISDND classiques mais sont amplifiés
durant la phase d’exploitation et réduits durant celle de post exploitation (Vigneron 2005). En
effet, la recirculation des lixiviats peut entrainer une instabilité du massif de déchets si la
gestion du site n'est pas adéquate. Des phénomenes de fracturation hydraulique par
augmentation de la pression interstitielle, des fuites sur les pentes ou les talus et des nappes
perchées sont quelques-uns des problémes pouvant survenir. Le suivi des volumes injectés,
I’éloignement des points de réinjections des pentes, la diminution des pentes des sites en
remblai et la non pratique d’injection sous pression, permettent de limiter les risques de voir
survenir de tels problemes. Par ailleurs, du fait de la sollicitation accrue du systeme
d’étanchéité, une surveillance plus réguliere de la qualité des eaux souterraines est
souhaitable.

Un des risques spécifiques aux ISDND bioactives est 1’accumulation des polluants non
biodégradables en condition anaérobie. A terme, certains de ces composés (€léments
organiques et inorganiques récalcitrants comme la DCO dure, 1’azote ammoniacal, les
chlorures, le fer et le manganeése) pourraient donc s’accumuler dans les lixiviats et inhiber le
processus méme de digestion anaérobie. Le principal composé polluant non biodégradable en
conditions anaérobies est 1’azote ammoniacal (Burton et Watson-Craik 1997) et son
accumulation pourrait avoir des effets inhibiteurs sur la dégradation des déchets (des 3421 mg
NH;+NH;" L' en ISDND classique (Wens, Vercauteren et al. 2001)). Afin d'éviter
I'accumulation de 1'azote ammoniacal, la possibilité de nitrifier les lixiviats avant leur
recirculation représente une solution intéressante (Vigneron 2005).

3. Description technique d'une installation de méthanisation

3.1. Définition

I1 est difficile de donner une définition précise d'une installation de méthanisation. En
effet, la conception de ces installations est totalement différente en fonction de la nature des
déchets ou des effluents a traiter. Toutefois, il est possible de définir une installation de
méthanisation comme étant : un procédé hors sol €difi€¢ et exploité dans le but de fournir
I'ensemble des conditions nécessaires (température, humidité, ...) a la croissance et au
maintien, en condition anaérobie, de populations microbiennes dégradant la matieére organique
provenant des déchets ou d'effluents. La mise en ceuvre de ce processus de digestion
anaérobie conduit a la formation de biogaz contenant du méthane (source d'énergie
renouvelable) pouvant étre facilement recueilli et valorisé.

Il est possible de distinguer les procédés de méthanisation selon différents critéres
opérationnels (type de réacteur, d'alimentation, taux d'humidité, température, ...) permettant
de les classifier. Les différentes stratégies technologiques applicables aux procédés de
méthanisation sont détaillées dans les paragraphes suivants.

3.2. Stratégies technologiques de méthanisation

3.2.1. Alimentation

Les méthaniseurs peuvent fonctionner en régime continu d'alimentation en maticre
organique (souvent le régime est semi-continu avec une ou plusieurs alimentations
séquentielles dans la journée). Une autre méthode consiste a alimenter le digesteur de fagon

- 45 -



Chapitre 1 : Problématique des déchets en France

discontinu, c'est-a-dire introduire la matiére organique a digérer initialement, puis ne plus en
introduire pendant toute la durée du processus de méthanisation (Moletta 2008).

3.2.2. Type de réacteur

Deux modeles types de réacteurs reposant sur un principe différent sont généralement
distingués dans les installations de méthanisation, (la réalité se situe généralement entre les
deux) : les réacteurs "pistons" et les réacteurs "mélangés". Le principe de ces réacteurs est
représenté en Figure 10. Dans les réacteurs "mélangés", la matiere organique entrante est
immédiatement mélangée avec celle en cours de dégradation. Dans les réacteurs "pistons", la
matiere entrante se déplace au cours du temps dans le réacteur jusqu'a atteindre la sortie de
celui-ci sans avoir ét¢ mélangée avec celle déja en cours de dégradation (Moletta 2008).

Réacteur Réacteur
mélangé piston

AT

| —
e

Figure 10 : Schéma de principe des réacteurs mélangé et piston.

3.2.3. Nombre d'étapes

Il est possible de réaliser 1'ensemble des étapes de la digestion anaérobie dans un seul
réacteur (une seule étape) ou bien de procéder en deux étapes par passages successifs de la
matiere organique dans deux réacteurs distincts. L'intérét de procéder en deux étapes est de
réaliser dans un premier réacteur les premicres étapes de la digestion anaérobie (hydrolyse et
acidogenése généralement). Pendant cette étape, la matiére organique est transformée en
molécules beaucoup plus simples : monomere, AGV, .... Ensuite, les déchets sortant de ce
premier réacteur sont dirigés vers un second réacteur dans lequel se réaliseront les étapes
suivantes (acétogenese et méthanogenese généralement) conduisant a la formation du
méthane. En imposant des conditions opératoires spécifiques dans chacun des deux réacteurs,
le but est d'optimiser le processus de digestion anaérobie en proposant des conditions physico-
chimiques adaptées a chacun des différents consortiums de micro-organismes catalysant les
différentes étapes de dégradation, afin d'obtenir une accélération de la cinétique de
dégradation et une augmentation du rendement de production du méthane (Moletta 2008).

3.2.4. Taux d'humidité

Un des parametres capitaux, si ce n'est le plus important, est la teneur en eau. Un
classement arbitraire est généralement réalis¢ comme suit : en dessous de 5 % de matiere
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seche, c'est le domaine de la méthanisation des effluents, dans la gamme 5 a 20 % de matiére
séche, la fermentation est appelée "humide" et dans la gamme 20 a 50 % de matiere seche, la
fermentation est dite "seche". Au dessus de 55 % le milieu est considéré comme difficilement
traitable par méthanisation (Moletta 2008).

e Digestion humide :
Un ajout d'eau est souvent nécessaire afin d'ajuster le taux d'humidité dans le milieu.
L’avantage principal réside dans l'obtention d'un mélange solide-liquide relativement
homogene. Les désavantages sont la production d'une quantité plus importante d'effluents
liquides a traiter et une décantation des matieres "lourdes" du fait d'une densité faible du
milieu.

e Digestion séche :
En comparaison avec la digestion dite humide, le milieu est généralement moins homogene et
l'introduction de matiéres "lourdes" ne pose pas réellement de problémes du fait de la densité
plus élevée du milieu. La non homogénéité du milieu peut permettre d'éviter des problémes de
dissémination de polluants et donc de blocage total des réactions de digestion anaérobie dans
le méthaniseur.

3.2.5. Température

Un des parametres caractérisant un méthaniseur est sa température. La température
influence principalement les vitesses de réaction, qu’elles soient chimiques ou biochimiques
(El-Fadel, Findikakis et al. 1996). Dans les méthaniseurs, les procédés sont quasiment
exclusivement mésophiles (35°C a 40°C) et thermophiles (55°C a 60°C). Les temps de séjour
sont généralement plus longs en conditions mésophiles par rapport a ceux nécessaires en
conditions thermophiles (Buffiere, Carrere et al. 2007). Un réacteur thermophile nécessite
plus d'énergie pour le maintien de la température mais permet une meilleure hygiénisation vis-
a-vis de certains germes pathogenes (Buffiere, Carrere et al. 2007). Cependant, les
méthaniseurs fonctionnant en conditions thermophiles sont également réputés comme dtant
plus sensibles a la présence d'inhibiteurs, notamment 1’azote ammoniacal, les AGV et 1'H;
(Buffiere, Carrere et al. 2007; Moletta 2008).

3.2.6. Charge appliquée

La charge appliquée a un méthaniseur correspond au flux de matiere entrant dans le
réacteur. La Charge Volumique Appliquée (CVA) est le flux de matiere traitée ramené a
I'unité de volume du méthaniseur. Pour les produits solides, c'est généralement la quantité de
matieres glol?tiles qui est utilisée pour quantifier la matiére organique. L'unité de la CVA est
kg MV .m .j- .

3.2.7. Temps de séjour

Le temps de séjour (ou Temps de Séjour des Solides (TSS) pour les déchets solides)
correspond a la durée moyenne passée par la matiere organique dans le méthaniseur. Pour le
traitement des déchets solides et du fait de la réduction de masse s'opérant pendant la
méthanisation, le flux massique d'entrée peut étre supérieur a celui de sortie, d’ou, un calcul
plus complexe que pour celui des réacteurs traitant des effluents liquides.
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3.3. Meéthanisation de DND

Fin 2008, il existait en France six usines de méthanisation des déchets ménagers avec
une prévision de plus 15 a 20 usines d'ici 2015 (intervention de O. Théobald, ADEME,
journée technique nationale 07/10/08).

Une installation de méthanisation peut se découper en cinq unités (tri/prétraitement ;
digestion ; traitements effluents/odeurs ; valorisation ; débouché du digestat) et la cohésion de
I'ensemble est essentielle. Les techniques de méthanisation en milieu solide (déchets
ménagers) sont les plus complexes et les moins abouties. A 1'heure actuelle, il n'y a pas de
systeme complétement efficace. Cependant, il existe des solutions pour mieux préparer les
déchets (tri, collectes sélectives, ...) afin d'optimiser la digestion et améliorer la qualité du
produit de sortie, mais la contrepartie est le colt élevé de ces techniques. Au sein d'un
méthaniseur, les processus de biodégradation sont les mémes que ceux rencontrés dans une
ISD. 1l est cependant plus aisé de contrdler certains parametres opérationnels (température,
intrants, taux d'humidité ...) ayant une influence sur le bon déroulement du processus de
digestion anadrobie dans ces installations que dans les ISDND.

3.3.1. Intégration dans la filiére de traitement des déchets

L'étape de méthanisation, a elle seule, ne permet pas de proposer une solution pour les
traitements des déchets. Des étapes de prétraitements ainsi que des étapes post-traitements
restent nécessaires. Le recours a d'autres méthodes de traitement de déchets (enfouissement,
incinération) est également un maillon indispensable des procédés de digestion anaérobie des

ordures ménageres.
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Figure 11 : Schéma de principe de la filiére méthanisation.
Comme l'illustre bien la Figure 11, la méthanisation n'est qu'un maillon dans une chaine

de traitements plus complexes, comprenant aussi le tri, le compostage, 1'incinération et la mise
en ISD. La méthanisation est une des solutions permettant de répondre a la pénurie
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d'exutoires, aux difficultés de montage de projets d'incinérateurs et d'ISD et a la demande
d'une augmentation de la production d'énergie renouvelable.

3.3.2. Prétraitements

Afin d'optimiser le processus de digestion anaérobie, qui peut étre limité par la nature
des déchets solides a traiter, certains prétraitements peuvent étre mis en ceuvre. L’objectif de
ces prétraitements est d'obtenir un produit qui sera traité par méthanisation avec une meilleure
efficacité. Dans le cas de déchets solides comme les déchets ménagers, une étape de tri
préalable est indispensable afin d'en extraire un maximum d'éléments non biodégradables.

Il existe différents types de prétraitements qui s'ajoutent généralement au tri afin
d'obtenir un déchet entrant optimisé pour l'étape de méthanisation. Le principe de quelques-
uns de ces traitements est rapidement détaillé dans la suite de ce paragraphe :

e Prétraitements mécaniques et macération : le but est de diminuer au maximum la
taille des matieres solides et d’accélérer leur hydrolyse.

e Procédés en deux étapes a biolixiviation : le principe est de réaliser I’hydrolyse et
la solubilisation des matiéres organiques composites dans un premier réacteur afin
de récupérer le résidu liquide (ou lixiviat) et de I’amener vers un réacteur de
méthanisation classique. Ce procédé correspond en réalité plutét a une stratégie
technologique de méthanisation qu'a un type de prétraitement.

e Prétraitements physico-chimiques : l'objectif est ici de réaliser une transformation
de la nature chimique des composés afin qu'ils deviennent soit accessibles
(biodisponibles) pour la digestion, soit qu'ils deviennent des produits
biodégradables.

3.3.3. Technologies de fermentation humides

La méthanisation par voie dite "humide" (5 a 20 % de matiere seche) (procédés
WAASA, BTA LINDE-KCA et Biostab) pour le traitement des déchets solides, est
généralement mise en ceuvre dans des digesteurs de type mélangé et selon deux types
d'agitation.

3.3.3.1. Agitation mécanique

Le principe de l'agitation mécanique consiste a exploiter un mouvement créé de fagon
meécanique (généralement a 1'aide d'un moteur) pour agiter le milieu de fermentation grace a
un dispositif adapté au digesteur (généralement des pales). Ce type d'agitation peut étre utilisé
sur des digesteurs "pistons" ou "mélangés". Dans le premier type de réacteur, les pales vont a
la fois permettre d'agiter et de faire avancer la matiere organique. Dans le second type de
réacteur, les pales sont généralement situées sur un axe vertical au centre du digesteur. Cet axe
est entrainé par un moteur qui fait tourner les pales qui assurent ainsi 1'agitation du milieu
(Figure 12, A). Dans le cas de la fermentation humide, les digesteurs sont majoritairement de
type mélangg.

3.3.3.2. Agitation par recirculation du biogaz

Le principe de I'agitation par recirculation du biogaz consiste a utiliser le biogaz produit
pendant la méthanisation pour créer un mouvement dans le milieu de dégradation. Cette
agitation a pour but de permettre 'homogénéisation de la matiére organique afin d'obtenir une
digestion anaérobie stable et homogene. Pour ce faire, un surppresseur est généralement
utilis€¢ pour réintroduire du biogaz en surpression dans le digesteur. La Figure 12, B illustre
cette méthode d'agitation appliquée par la société Linde. Le biogaz est injecté dans une
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tubulure centrale et entraine la matiére avec lui créant ainsi un mouvement de circulation de
cette derniére.

(A) (B) A
COII].]JTE sseur

Biogaz

Biogaz

—

[N

Figure 12 : Schéma de principe d'un systéme,
(A) d'agitation mécanique, (B) d'agitation par recirculation du biogaz.

3.3.4. Technologies de fermentation séche

La méthanisation par voie dite "seche" (20 a 50 % de matiere séche) (procédés Valorga,
Kompogas, BRV, Dranco et Biocel) pour le traitement des déchets solides est généralement
mise en ceuvre selon trois types d'agitation ou selon un procédé dit "statique".

3.3.4.1. Agitation mécanique

Le principe de I’agitation mécanique est utilisé dans les réacteurs de type "pistons". Les
procédés Kompogas et BRV font partie de cette famille. Dans le procédé Kompogas, les pales
vont permettre d'agiter la matiere organique mais pas de la faire avancer. Dans ce procédé,
c'est I'entrée de la matiere organique qui va pousser celle déja présente dans le digesteur vers
la sortie (Figure 13, A). Le principe utilisé dans le procédé BRV est 1égerement différent. Les
pales vont a la fois permettre d'agiter et de faire avancer la matiere organique. Ce dispositif est
complété par un systeme de va et vient en fond de digesteur afin d'éviter I'accumulation des
matériaux lourds.

3.3.4.2. Agitation par recirculation du biogaz

Le procédé de fermentation "séche" avec agitation par recirculation du biogaz
correspond a la technologie Valorga. Dans ce procédé, des buses placées dans le fond du
digesteur permettent l'injection de biogaz sous pression qui agite et homogénéise le mélange.
De plus, une séparation interne en béton a l'intérieur du digesteur va obliger la matiere a
cheminer dans un sens particulier (de 1'entrée vers la sortie) (Figure 13, B).

3.3.4.3. Agitation par recirculation du digestat

Le procédé de fermentation "séche" avec agitation par recirculation de digestat
correspond a la technologie Dranco. Dans ce procédé, une pompe externe re-mélange le
digestat avec le déchet a digérer avant son introduction par le haut du digesteur (Figure 13, C).
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3.3.4.4. Systémes statiques

Le principe de la digestion statique est exploité dans le procédé Biocel. Son principe
utilise des cellules en béton dans lesquelles un mélange inoculum/déchets est initialement
déposé. La matiere ainsi déposée est laissée a fermenter avec une recirculation du lixiviat afin
de maintenir une bonne activité microbienne. En fin de digestion, les cellules sont vidées puis
le processus est répété.

(A) agitation mécanique (procédé Kompogas)
(B) agitation par recirculation du biogaz (procédé Valorga)
(C) agitation par recirculation du digestat (procédé Dranco)

(A)

e [T L2 T 70Ty,
e b

—
Sortie
(B)
Séparation interne
Biogaz de
) ~~ mélange
Sortie f
Entrée
{C)
Entrée . Déchets
Mélange -

Sortie

Figure 13 : Schéma de principe des technologies de fermentation séches - (Moletta 2002).
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3.3.5. Performances

Les performances d'un digesteur sont théoriquement, quelle que soit sa technologie,
lides a la composition des déchets y entrant. Le Tableau 5 compare les performances de
différents procédés de digestion anaérobie. Par exemple, il n'y a pas de différence tres
importante entre les procédés de fermentation humides et secs, en terme de rendement de
production de biogaz exprimé par rapport a la matiere volatile entrante (Moletta 2008). Les
temps de séjour sont compris entre 15 et 55 jours, les CVA entre 3 et 7 kg de MV par m’ et
par jour, et les rendements de méthane varient entre 169 et 354 Nm’.t" de MV (Moletta
2008). Toutefois, les procédés de méthanisation des DND ne sont généralement que peu
optimisés. La multiplication du nombre d'installations et les retours d'expériences devraient
permettre d'améliorer les performances des méthaniseurs.

Tableau 5 : Comparaison des performances de différents procédés de digestion anaérobie - (Moletta 2008).

Site / Température Taux de TSS CVA Rendre ment en

Constructeur Substrats ©C) MS (jours) (kg de méthane
(%) MV/m’/j)  (m’/t de MV)

Amiens / OM brutes®, 60 % b
Valorga MS, 63 % MV 37 25-35 18-22 7 220-250
Engelskirchen Biodéchets, MS 32- b
/ Valorga 42, MV 50-75 % 37 36 25 37 240-260
Tiburg / Biodéchets, MS 37- 2,96
Valorga 55, MV 32-57 % 40 30 22-53 4.4 210-290
Bretch / OWS  Biodéchets, MS 40 \
Dranco 2 %, MV 55 % 55 31 10-15 4a6 272
Bassum / OWS Déchets gris,
Dranco MS 57 %, MV 51 % %5 4 - - 304
Lelystad ]~ pioqechets 35-40 35-40 21 4,5° 169
Arcadis Biocel
Kompogas / L
Kogas Billher Biodéchets 55 30 20 6 354

(a)Refus 15 % avant entrée dans le digesteur
(b) recalculé
(c) en régime permanent

3.3.6. Effluents

Le biogaz et le digestat sont les deux effluents principaux des méthaniseurs de déchets.
Ces effluents sont présentés plus en détails avec leurs exutoires dans la suite de ce paragraphe
et la Figure 14 illustre leur gestion.

3.3.6.1. Le biogaz

Le biogaz est principalement constitué de méthane et de gaz carbonique. D’autres gaz
minoritaires peuvent étre présents dans le biogaz : hydrogene, sulfure d’hydrogéne (H,S) et
ammoniac (NH3). Le pouvoir calorifique (PCI) du méthane a 0°C a pression atmosphérique
est de 9,94 kWh/m®. Pour le biogaz, le PCI sera proportionnel & sa teneur en méthane (par
exemple, pour un biogaz contenant 70 % de méthane, le PCI sera de 9,94 x 0,7 = 6,96
kWh/m®) (Buffiére, Carrere et al. 2007). Le biogaz produit lors du processus de digestion
anaérobie est généralement valorisé soit, apres purification, en tant que biocarburant (exemple
du méthaniseur de Lille en France). Depuis peu, des possibilités de réinjection dans le réseau
de gaz public sont également en discussion. A cela s'ajoutent les possibilités de valorisation
par des moteurs a combustion permettant la production d'électricité et la récupération de
chaleur. La chaleur peut ainsi étre utilis€ée pour maintenir le méthaniseur a sa température
optimale et I'électricité peut étre exportée sur le réseau €lectrique public.
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3.3.6.2. Le digestat

Le digestat correspond au résidu solide non digéré et est constitué de la fraction peu ou
difficilement biodégradable du déchet apres son passage dans le digesteur. Le digestat peut
étre épandu (selon un plan d'épandage) ou également post-composté. Dans ce cas, il aura,
apres maturation, des propriétés agronomiques relativement proches de celles d’un compost
(Buffiere, Carrere et al. 2007). La qualité des déchets entrants est parfois a I’origine de
problémes (teneur importante en plastiques et en métaux). En effet, afin que les digestats
puissent étre utilisés en tant qu'amendement organique (considéré comme un produit et non
comme un déchet), il est nécessaire que le digestat brut ou composté puisse satisfaire aux
critéres des normes en vigueurs. Ce sont les normes " amendement organique" NFU 44051 ou
"composts a base de boues" NFU 44095 qui s'appliquent. Si la qualité du compost est
satisfaisante, le digestat devient un produit organique épandable sans contrainte. Dans certains
types de procédés de méthanisation, les digestats peuvent également étre (en partie)
réintroduits pour préparer le déchet afin de procéder a son inoculation et ajuster son taux
d'humidité.

Epandage
E Biogaz
Déshydratation
(Pressage, centrifugation, ...) Stockage

\/l Epuration

: % Digestat Valorisation

2Jus ¢ (Déshydraté)
ﬂ Maturation,
- compostage, ...
Préparation des
déchets (inoculation
/humidification) Affinage
& — —
Traitements de
’excédent’ COmPOSt/\ Refus

Figure 14 : Schéma de principe de I'utilisation des effluents de la méthanisation.
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Chapitre

Synthese bibliographique

Ce second chapitre présente une synthese bibliographique faisant 1'état de l'art des
différents aspects scientifiques couverts par le sujet traité. Dans une premicre partie, le
processus de digestion anaérobie est explicité. L'étape de méthanogenese, €tape qui conduit
notamment a la formation du méthane et qui nous intéresse plus spécifiquement, y est plus
particulierement détaillée. Dans la seconde partie, le principe de l'approche relevant de la
biogéochimie isotopique mise en ceuvre dans le cadre de ce travail, est présenté. Une synthese
des applications déja réalisées grace a cette approche pour I'étude d'environnements
méthanogenes naturels et également des applications relatives a la dégradation anaérobie des
déchets est ensuite présentée.

1. La digestion anaérobie ou méthanisation

La digestion anaérobie ou méthanisation est le processus de dégradation de la maticre
organique en gaz carbonique et méthane par des micro-organismes en absence d'oxygene. Les
réactions impliquées au cours de ce processus font probablement partie des plus anciennes
réactions réalisées par des organismes vivants. En effet, cette réaction devait avoir lieu dans la
biosphere lorsque la terre présentait encore des conditions anaérobies et réductrices, c'est-a-
dire avant l'apparition massive d'oxygene (il y a 1,8 Ga (Giga-années)). Ce processus qui a
lieu dans les environnements dit "méthanogenes" fait intervenir successivement de
nombreuses populations de micro-organismes (hydrolytique, acidogeéne, acétogene,
méthanogene, ...). Les études phylogénétiques estiment l'apparition des micro-organismes
méthanogenes (réalisant 1'étape de méthanogenése) au cours de la période comprise entre
-4,11 et -3,78 milliards d'années (Battistuzzi, Feijao et al. 2004).

De nos jours, de nombreux types d'environnements méthanogenes différents existent
toujours. Certains sont "naturels" et d'autres plus "artificiels" car directement liés aux activités
humaines. Les micro-organismes anaérobies stricts méthanogenes sont présents dans des
habitats tels que les sédiments, les eaux douces et marines, les rizieres, les marais, les
tourbieres, dans les sources d'eaux chaudes d'origine volcanique (exemple de I'écosysteme du
Yellowstone National Park), dans le tube digestif de I'hnomme et des animaux (notamment
celui des ruminants), le tractus intestinal des termites, mais aussi dans les digesteurs de boues
de stations d'épuration, les décharges et les méthaniseurs de déchets.

Ainsi, le processus de méthanisation est non seulement étudié afin d'optimiser sa mise
en ceuvre industrielle dans les procédés de digestion anaérobie comme dans le cadre de ce
travail, mais aussi au sein des écosystémes naturels méthanogenes cités précédemment, et qui
jouent un role majeur dans la production atmosphérique de méthane. L'importance de cette
production est illustrée par les estimations des émissions annuelles planétaires de méthane
présentées dans le Tableau 6. Les études visant a mieux appréhender le déterminisme des
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réactions conduisant a la production de méthane sont d'autant plus importantes que le méthane
est un Gaz a Effet de Serre (GES) 21 fois plus puissant que le dioxyde de carbone (Potentiel
de Réchauffement Global (PRG) = 21) et qui de ce fait joue un réle majeur dans le
réchauffement climatique.

Tableau 6 : Estimations des émissions annuelles planétaires de méthane - (Janssen, Olivier et al. 1999).
Emissions annuelles

Lo Emissions [Tg CH4 / an] Emissions [Tg CH4 / an]
planétaires
(Hein, Crutzen et al. 1997) (Lelieveld, Crutzen et al. 1998)
Zones humides et riziéres 325 225
Secteur de I'énergie 97 110
Ruminants 90 115
Enfouissement des déchets 35 40
Combustion de biomasse 40 40
Autres - 70
Total 587 600

En Tg/an (Tg = Téragrammes, soit des millions de tonnes/an).

Alors que dans les milieux naturels, le méthane est produit dans des conditions non
controlées conduisant a des émissions atmosphériques importantes, produit au sein des
procédés industriels (avec captage et valorisation), il devient une source d'€nergie
renouvelable.

1.1. Les étapes de la digestion anaérobie

1.1.1. Le schéma général de dégradation

La digestion anaérobie conduit, par I'action de micro-organismes, a la transformation du
carbone organique en dioxyde de carbone et en méthane. Cette transformation fait intervenir
successivement quatre populations microbiennes. Les processus de dégradation mis en jeu
sont complexes et les différentes populations de micro-organismes travaillent en série
(Farquhar et Rovers 1973; Barlaz, Ham et a/. 1990).

Tout d'abord, des acteurs procaryotiques hydrolytiques pouvant étre aérobies, anaérobie
strictes ou facultatifs vont transformer, par réaction d'hydrolyse, les biopolymeres
(polysaccharides, lipides, protéines) en monomeres et oligomeres (glucides, acides gras,
acides aminés). Ensuite, les monomeres produits par les réactions d'hydrolyse vont étre a leur
tour utilisés et transformés en acides gras volatils, en alcools ainsi qu'en dihydrogene et
dioxyde de carbone. Cette seconde étape est réalisée par des acteurs procaryotiques
fermentaires acidogeénes. La troisieme étape de la dégradation de la matiere organique
correspond a l'acétogenese. Durant cette réaction, de l'acétate est formé a partir des produits
de la réaction d'acidogenese. Enfin, des acteurs procaryotiques méthanogenes vont utiliser un
petit nombre de substrats simples (acétate, formate, méthanol, H,/CO,, ...) pour produire du
méthane. L'ensemble des étapes de la méthanisation est synthétis¢ dans la Figure 15.
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Figure 15 : Les étapes de la digestion anaérobie.
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1.1.2. Description des différentes étapes de la digestion anaérobie

Dans les parties suivantes, les différentes étapes de la digestion anadrobie sont
présentées plus en détails.

1.1.2.1. Hydrolyse

L'hydrolyse est la premicre étape de la dégradation de la matic¢re organique. La matiére
organique complexe solide ne peut pas étre utilisée sans transformation préalable par les
micro-organismes, et doit étre hydrolysée en composés solubles aptes a franchir les
membranes cellulaires bactériennes (Pavlostathis et Giraldo-Gomez 1991). Pouvant
¢galement débuter en conditions aérobies, cette premicre étape consiste en la solubilisation
des polymeres organiques en dimeres ou monomeres. L'hydrolyse a lieu grace a des enzymes
extracellulaires (Palmisano et Barlaz 1996) dont la nature dépend des réactions qu'elles
catalysent (cellulases, protéases et lipases) (Palmisano et Barlaz 1996). Les polysaccharides
(cellulose, hémicellulose) sont convertis en sucres simples (glucose, galactose), les protéines
en acides aminés et les lipides en acides gras et glycérol. De 'ammonium est également formé
pendant cette étape. La lignine, difficilement hydrolysable, est considérée comme
récalcitrante en conditions anaérobies. L'hydrolyse est réalisée par des bactéries hydrolytiques
et constitue une phase de préparation du substrat avant l'acidogenése.

Cette phase est considérée comme étant 1'étape cinétiquement limitante du processus de
méthanisation (Pavlostathis et Giraldo-Gomez 1991; Vavilin, Rytov et al. 1996; Mata-
Alvarez, Mace et al. 2000). En effet, I'acidogenese serait 30 a 40 fois plus rapide (Moletta
2008). La réaction d'hydrolyse des polymeres (cas des composés hydrocarbonés) est donnée a
titre d'exemple dans le Tableau 7.

Tableau 7 : Réaction d'hydrolyse des polyméres (hydrocarbonés).
Réaction
(1) (CeH1Os), + nH,O — nCeH 1,04

Les bactéries participant a I'hydrolyse (bactéries acidogenes hydrolytiques) ont un
métabolisme anaérobie strict ou facultatif (Archer et Kirsop 1990). Elles sont trés nombreuses
et variées et regroupent de nombreux groupes bactériens (Mclnerney, Wilkinson et al. 1995).
Le Tableau 8 présente quelques-unes des plus importantes bactéries hydrolytiques de la
digestion anaérobie.

Tableau 8 : Bactéries hydrolytiques de la digestion anaérobie - (Moletta 2008).

| Substrat | Espéces
Cellulose Acetivibrio cellulolyticus Acetivibrio cellulosolvens

Bacteroides succinogenes Bacteroides cellulosolvens

® Butyrivibrio fibrisolvens Cillobacterium cellulosolvens

% Ruminococcus albus Ruminococcus flavifaciens

\% Clostridium aldrichii Clostridium celerecerscens

g Clostridium cellulobioparum Clostridium cellulofermentens

-g Clostridium cellulolyticum Clostridium cellulovorans

= Clostridium chartatabidum Clostridium josui

5 Clostridium lochheadii Clostridium lerntocellum
Clostridium longisporum Clostridium papyrosolvens
Clostridium paradoxum Clostridium polysaccharolyticum
Clostridium populeti Clostridium termitidis
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Tableau 8 : Suite.
Substrat Espéces |

Hémicelluloses | Bacteroides ruminicola

Pectines Clostridium butyricum Clostridium felsineum
= Clostridium multifermentans Lachnospira multiparus
'E Amidon Bacillus spp. Bacteroides spp.
E Clostridium butyricum Clostridium spp.
= Lactobacillus spp. Micrococcus spp.
\g _ Pseudomonas spp. Succinomonas amylolytica
g |Lipides Anaerovibrio lipolytica Bacillus spp.
H Syntrophomonas spp.
% Protéines Bacillus spp. Bifidobacteriump spp.
g Clostridium spp. Peptococcus anaerobius
© Staphylococcus spp.
Composés azotés | Clostridium acidiurici Clostridium cylindrospermum
Mocrococcus aerogenes Micrococcus lactilyticus
Cellulose Anaerocellum thermophilum Clostridium cellulosi
Clostridium stercorarium Clostridium thermocellum
Clostridium thermocopriae Clostridium thermopapyrolyticum
Hémicelluloses | Clostridium thermobutyricum Clostridium thermocellum
= Clostridium thermocopriae
'S_ Pectines Acetomicrobium faecalis Clostridium thermocellum
§ Clostridium thermohydrosulfurieum  Clostridium thermolacticum
2 Clostridium thermosaccharolytieum  Clostridium thermosulfurogenes
% Amidon Acetomicrobium flavidum Clostridium fervidus
% Clostridium stercorarium Clostridium thermobutyricum
£ Clostridium thermocopriae Clostridium thermohydrosulfuricum
S Clostridium thermolacticum Clostridium thermopalmarium
Clostridium thermosaccharolyticum  Thermoanaerobacter ethanolicus
Thermoanaerobacter finnii Thermoanaerobacter brockii

Thermoanaerobacter acetoethylicus

Protéines Coprothermobacter proteolyticus

1.1.2.2. Acidogenése

Les monomeres issus de 1’hydrolyse sont maintenant disponibles pour les bactéries
acidogenes. Pendant cette nouvelle étape (l'acidogenése), les bactéries convertissent les
produits de I'hydrolyse en composés organiques simples par la fermentation et d'autres
processus métaboliques. Les sucres, les acides aminés et les acides gras obtenus suite aux
réactions hydrolytiques vont étre transformés en alcools, azote ammoniacal et acides gras
volatils (AGV) tels que l'acide acétique, propionique, butyrique et valérique. Cette forte
augmentation de la teneur en AGV entraine une baisse significative du pH de la phase liquide.
Les réactions de dégradation du glucose sont données dans le Tableau 9 a titre d’exemple (les
AG" représentent les énergies libres des réactions (Thauer, Jungermann et al. 1977)).

Tableau 9 : Quelques réactions de dégradation du glucose (acidogenése).

Réactions AG” (kJ.mol”
de glucose)
(1) Cg¢H 04 — CH3(CH,),COOH + 2H, + 2CO, -264
(2) Cg¢H ;04 +2H, — 2CH3CH,COOH + 2H,0 -359
(3) CeH ;04 +2H,0 — 2CH;COOH + 4H, + 2CO, 2215
(4) C¢H,05 — 2CH;CHOHCOOH -197
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1.1.2.3. Acétogenése

L'acétogenese correspond a l'étape pendant laquelle les longues chaines d'AGV sont
scindées afin d'étre transformées en molécules d'acétate, de dioxyde de carbone et de
dihydrogene. Cette réaction est notamment due a trois groupes de bactéries (Pelmont 1993)
que sont les acétogenes productrices obligées d'hydrogene, les bactéries homoacétogeénes et
les bactéries sulfato-réductrices. Quelques-unes de ces réactions sont données dans le Tableau
10 a titre d'exemple (Thauer, Jungermann et al. 1977).

Tableau 10 : Quelques réactions de formation d'acétate (acétogenése).

s AG" (kJ.mol!
Réactions d'ac e’(ta te)
(1) CH;CH,COOH + 2H,0 — CH;COOH + 3H, + CO, +72
(2) CH;(CH,),COOH + 2H,0 — 2CH;COOH + 2H, +24
(3) 4H, +2CO, — CH3COOH + 2H,0 -92

Les bactéries acétogenes productrices obligées d'hydrogene également appelées OHPA
(Obligate Hydrogen Producing Acetogenic bacteria) catalysent des réactions
thermodynamiquement défavorables (AGy > 0). Leur croissance nécessite de ce fait des
conditions particuliéres : une pression partielle en hydrogéne trés basse (< 10™ atm) (Barlaz,
Ham et a/. 1990). La mise en place d'une syntrophie entre des micro-organismes capables de
consommer immédiatement I'hydrogéne produit est donc indispensable (principalement avec
des méthanogeénes hydrogénotrophes, des bactéries sulfato-réductrices ou des bactéries
homoacétogenes). La Figure 16 illustre les conditions trés particulieéres nécessaires pour la
croissance de ces micro-organismes. La mise en place de cette syntrophie est une des étapes
clés pour I'obtention d'un bon fonctionnement du processus de digestion anaérobie.

AG" a pH 7, 25°C (kJ/réaction)
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Evolution de 1’énergie libre de Gibbs (AG*’) des réactions de conversion de 1’éthanol, du propionate,
du butyrate en acétate et de la production de CH, a partir de H,/CO, en fonction de la Ppyyicie €n Ho.

[propionate |= [butyrate] = [éthanol] = [acétate] = | mM ; [HCO;3] = 100 mM ; Pcys = 0,5 atm
(1), (2) & (3) : acétogenese du propionate, butyrate et de 1’éthanol.
(4) : méthanogenese hydrogénotrophe et acétoclaste.

Figure 16 : Illustration de la niche méthanogéne - (Cresson 2006).
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Les bactéries homoacétogenes (cf. Chapitre 2, § 1.1.3.4 Homoacétogenese) et
hétéroacétogenes produisent de I'acétate a partir de I'hydrogene et du dioxyde de carbone par
un mécanisme de réduction ou bien a partir de substrats organiques respectivement.

1.1.2.4. Méthanogenése

La dernicre étape de la digestion anaérobie est la méthanogenese. Cette étape, catalysée
par des micro-organismes de type archées méthanogenes conduit a la formation de méthane
par deux voies métaboliques principales (acétoclaste et hydrogénotrophe). Cette étape plus
particulierement au cceur de ce travail, sera présentée plus en détails dans une partie
spécifique (Chapitre 2, § 1.1.3 Description détaillée de I'étape de méthanogenese).

1.1.2.5. Autres réactions

Les réactions principales intervenant au cours de la digestion anaérobie ont déja été
présentées. Toutefois, il est important de considérer que dans un processus aussi complexe
que celui de la digestion anaérobie, des réactions complémentaires et/ou concurrentes a celles
déja présentées, peuvent également avoir lieu. Les deux réactions décrites dans les
paragraphes suivants font partie de celles-ci. D'autres réactions minoritaires peuvent
également concerner des molécules xénobiotiques ou des micropolluants qui peuvent étre
dégradés en condition anaérobie.

1.1.2.5.1. Sulfato réduction

En parallele aux réactions de méthanogenese, des réactions de sulfato-réductions
peuvent avoir lieu. Les micro-organismes sulfato-réducteurs (Zhou et Fang 1998) peuvent, en
milieu trés réducteur et en présence de sulfate, transformer 1'hydrogene, 1'acide acétique et les
AGYV en dioxyde de carbone et hydrogene sulfureux (H,S). Une compétition entre sulfato-
réducteurs et méthanogenes peut donc avoir lieu pour la transformation de I'hydrogéne et de
l'acétate (Percheron 1997).

D'un point de vue métabolique, deux groupes ont été identifiés :

e Dans le premier groupe, des substrats tels que I'éthanol, le fumarate, le malate, le
pyruvate mais surtout le lactate sont utilisés en tant que source de carbone et
d'énergie. Leur oxydation est incomplete et donne de l'acétate et du dioxyde de
carbone. (Bactéries des genres :  Desulfovibrio, Desulfotomaculum,
Desulfomicrobium, Desulfohalobium, Desulfobotulus, Desulfomonile,
Thermodesulfobacterium et Desulfobulbus).

e Dans le deuxiéme groupe, les bactéries oxydent de maniere complete (jusqu'au
dioxyde de carbone) l'acétate, d'autres acides gras a longue chaine, certains
composés aromatiques et des substrats communs avec le premier groupe. (Micro-

organismes des genres : Desulfobacter, Desulfobacterium, Desulfococcus,
Desulfoarculus,  Desulfotomaculum,  Desulfonema,  Desulfosarcina et
Archaeoglobus).

1.1.2.5.2. Oxydation anaérobie du méthane

La plus grande partie du méthane produit au fond des océans est consommée par des
microbes notamment par la réaction d’Oxydation Anaérobie du Méthane (OAM). Cette
réaction intervient dans la régulation des flux de méthane en soutenant (avec les sulfures)
d’importants écosystémes benthiques et en favorisant la formation des carbonates authigénes
(roches ayant précipitées a l'intérieur du sédiment) (Valentine 2002). L'oxydation anaérobie
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du méthane consiste a oxyder ce dernier en utilisant le sulfate comme accepteur d'électrons
Tableau 11.

Tableau 11 : Réaction d'oxydation anaérobie du méthane.
Réaction
(1) CH4+ SO4” — HCO5 + H,0 + HS

De nombreuses études ont mis en évidence que I’OAM (couplée a la sulfato-réduction)
est catalysée par des consortia microbiens (archées méthanogénes + bactéries sulfato-
réductrices) (Orphan, House et a/. 2001; Michaelis, Seifert et a/. 2002; Nauhaus, Boetius et
al. 2002; Girguis, Orphan et al. 2003; Knittel, Losekann et a/. 2005; Knittel, Lésekann et al.
2005). Toutefois, une récente étude a démontré que certains consortia de bactéries et d'archées
ont également la capacité d'oxyder le méthane en utilisant les nitrates au lieu des sulfates
(Raghoebarsing, Pol et al. 2006). Les consortia forment souvent des agrégats et le partenaire
archées est nommé ANME, pour "ANaerobic MEthanotroph". Phylogénétiquement tres
proches des archées méthanogeénes, les ANME pourraient réaliser la réaction inverse de la
méthanogenese au niveau enzymatique (Hallam, Girguis et al. 2003). L'identification des
micro-organismes anaérobies et les mécanismes de I'OAM sont actuellement des sujets de
recherches et de débats importants.

1.1.3. Description détaillée de 1'étape de méthanogenese

L'étape de méthanogenese conduit a la minéralisation des produits formés lors des
réactions qui la précedent dans le schéma globale de la digestion anaérobie. Cette réaction est
réalisée par des micro-organismes anaérobies stricts appartenant au domaine des Archaea. Le
domaine des Archaea a été¢ défini en 1978 par Carl Woese. Toutefois, certains de ces micro-
organismes peuvent résister quelques temps en présence d'oxygene (Peters et Conrad 1995;
Kato, Field et al. 1997). Différents métabolismes méthanogeénes existent en fonction du
substrat utilisé.

1.1.3.1. Les archées

Les archées ou Archaea (anciennement archéobactéries ou bien encore archébactéries,
du grec archaios, « ancien » et backterion, « baton ») forment un groupe de micro-organismes
unicellulaires et représentent un groupe majeur des procaryotes. Comme les bactéries, elles ne
présentent ni noyau, ni organites intracellulaires.

Elles se différencient des bactéries du fait notamment Eukarya

de caractéristiques métaboliques et de structures vl

membranaires particulieres (Palmisano et Barlaz i
1996). Les analyses phylogénétiques détaillées ont
montré que les archées étaient aussi différentes des
bactéries que celles-ci le sont des eucaryotes (Woese,
Kandler et al. 1990). Ainsi, les archées constituent un
domaine a part entiere dans la classification du vivant
qui en comporte trois (bactérie, archées et eucaryote)
(cf. Figure 17). Ultérieurement, le domaine Archaea a
été divisé en quatre phyla : Crenarchaeota,
Euryarchaeota, Nanoarchaeota et Korarchaeota.

Archaea

Bacteria

Figure 17 : Arbre phylogénétique de la vie basé sur I’analyse comparative des génes ARNT.
(D'aprés Carl Woese).
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Le Tableau 12 présente la taxonomie des Euryarchaota (classe, ordre, famille, genre et
nombre d'especes). (Source : site internet, Jean-Louis GARCIA, Jean-Luc CAYOL et Pierre
ROGER du laboratoire de microbiologie IRD a 1la date du 20/07/2010)
(http://garciajeanlouis9051.perso.neuf.fr/index.html). Ce phylum nous intéresse plus
particulieérement car c'est dans ce dernier que se situe la majorité des archées méthanogenes.

Tableau 12 : Taxonomie des Euryarchaea.
Phylum Classe Ordre Famille Genres Espéces

Phylum Euryarchaeota
Classe Methanobacteria
Ordre Methanobacteriales
Famille Methanobacteriaceae

Methanobacterium 18
Methanobrevibacter 14
Methanosphaera 2
Methanothermobacter 6

Famille Methanothermaceae

Methanothermus 2
Classe Methanomicrobia
Ordre Methanomicrobiales

Famille Methanomicrobiaceae
Methanomicrobium
Methanoculleus
Methanofollis
Methanogenium
Methanolacinia

Methanoplanus

- W = 00 0 o =

Methanosphaerula
Famille Methanocorpusculaceae
Methanocorpusculum 4
Famille Methanospirillaceae
Methanospirillum 2
Genres non classés
Methanocalculus 4
Methanolinea
Methanoregula 2
Ordre Methanosarcinales
Famille Methanosarcinaceae
Methanosarcina
Methanimicrococcus
Methanococcoides
Methanohalobium
Methanohalophilus
Methanolobus

Methanomethylovorans

- N 0 A =~ W -~ ©

Methanosalsum
Famille Methanosaetaceae
Methanosaeta 3
Famille Methermicoccaceae
Methermicoccus 1
Ordre Methanocellales
Famille Methanocellaceae
Methanocella 2
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Tableau 12 : Suite.

Phylum Classe Ordre Famille Genres Espéces
Classe Methanopyri
Ordre Methanopyrales

Famille Methanopyraceae

Methanopyrus 1
Classe Methanococci
Ordre Methanococcales

Famille Methanococcaceae
Methanococcus 4
Methanothermococcus 2

Famille Methanocaldococcaceae
Methanocaldococcus 5

Methanotorris

Les archées sont extrémement diversifiées (reproduction, morphologie, nutrition,
physiologie et écologie) :

¢ Reproduction.

La reproduction des archées a lieu de manicre asexuée (par scissiparité, par
bourgeonnement, par fragmentation ou bien par d'autres mécanismes). La méiose n'a
pas lieu ce qui conduit a ce que I'ensemble des descendants aient le méme matériel
génétique. Apres la réplication de I'ADN, les chromosomes sont scindés et la cellule
se divise (Bernander 1998; Prescott, Harley et al. 2003).

e Morphologie

Les archées peuvent avoir des morphologies relativement variées mais généralement
proches de celles des bactéries (taille et forme). Elles peuvent étre sphériques, en
batonnets, spiralées, lobées ou aplaties, de formes irrégulieres ou plénomorphes.
Certaines sont des cellules isolées tandis que d'autres forment des filaments ou des
agrégats. Leur diametre est généralement compris entre 0,1 et plus de 15 pm et
certains filaments atteignent 200 um de long (Prescott, Harley et al. 2003).

e Nutrition

Sur le plan nutritionnel, elles se répartissent en de nombreux groupes, depuis les
chimiolithoautotrophes (tirant leur énergie de gradients chimiques d'origine non
biologique) aux organotrophes (Prescott, Harley et al. 2003).

e Physiologie

Sur le plan physiologique, elles peuvent étre adrobies, anadrobies facultatives ou
strictement anaérobies. Les archées méthanogenes se développent uniquement en
conditions anaérobies (Prescott, Harley et al. 2003).

e Ecologie

Elles sont souvent connues pour leur capacité a vivre dans des conditions extrémes ou
dans des niches écologiques qu'elles sont seules a occuper (pH proche de O,
température supérieure a 100°C, salinité €levée, ...). Toutefois, il existe énormément
d'archées vivant dans des biotopes plus courants et particulierement variés comme les
sols, les lacs, les sédiments, les océans ou l'intestin des animaux (Prescott, Harley et
al. 2003).

Cinq ordres dans le domaine Archaea appartenant au phylum Euryarchaeota, englobent
la plupart des méthanogeénes. Ce sont les ordres Methanobacteriales, Methanococcales,
Methanosarcinales, Methanomicrobiales et Methanopyrales. Parmi ces ordres, du point de
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vue trophique, trois types de méthanogenese (en fonction du substrat précurseur utilisé),
présentés dans la partie suivante, peuvent étre distingués.

1.1.3.2. Les différents métabolismes méthanogenes

Plusieurs grands types de métabolisme (en fonction du substrat utilisé) peuvent étre

distingués :

e Mc¢thanogenese hydrogénotrophe (correspond a la transformation des molécules de
dioxyde de carbone et d'hydrogene ou de formate) ;

e Mdthanogenese acétoclaste (correspond a la transformation des molécules
d'acétate) ;

e Mc¢dthanogenese méthylotrophe (correspond a la transformation des molécules de
méthanol et méthylamine).

L'ensemble de ces réactions est détaillé dans le Tableau 13.

Tableau 13 : Réactions de méthanogenése - (Moletta 2008).

Réactions AG" a pH 7 (kJ.mol " de CH,)
(1) 4H,+ CO, — CH, + 2H,0 -139,2
(2) 4HCOO +2H" — CH, + CO, +2HCO5" -126,8
(3) HCOO +3H,+H" — CH,4 + 2H,0 -134,3
(4) 4CO +2H,0 — CH, + 3CO, -185,1
(5) 4CH;0H — 3CH,4 + CO, + 2H,0 -102,5
(6) CH;0H +H, — CH, + H,0 -121,1
(7) 4CH;NH, +2H,0 +4H" — 3CH,4 + CO, + 4NH," -101,6
(8) 2(CH;),NH +2H,0 + 2H" — 3CH, + CO, + 2NH," -86,3
(9) 4(CH3);N +6H,0 +4H" — 9CH, + 3CO, + 4NH," -80,2
(10) 2CH;CH,-N(CHj;), +2H,0 — 3CH, + CO, + 2CH;CH,NH, -70,0
(11) CH;COO + H,0 — CH, +HCO5" 28,2

La Figure 18 représente un schéma simplifié de 1'étape de méthanogenése avec ses

principales voies métaboliques (méthanogenese hydrogénotrophe et acétoclaste) et les
réactions pouvant avoir lieu entre les substrats précurseurs de la méthanogenese
(homoacétogenese et oxydation synthrophique de l'acétate).

Méthanogenése

Homoacétogenése

e 4, et CO,

Oxydation syntrophique de
I’'acétate

CH;COOH

Méthanogenése

acétoclaste hydrogénotrophe

CH,

Figure 18 : Principales réactions impliquées dans 1'étape de méthanogenése.
(Triangle réactionnel entre acétate, CO, et H, et méthane).
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Il est généralement admis que 65 a 70 % du méthane provient de la dégradation de
l'acétate et que les 30 a 35 % restant proviennent de la transformation de 1'hydrogene et du
dioxyde de carbone (Thauer, Jungermann et a/. 1977; Tholozan 1988; Pavlostathis et Giraldo-
Gomez 1991; El-Fadel, Findikakis et al. 1996; Conrad 1999). Toutefois, ces valeurs
correspondent a un calcul théorique effectué pour les glucides (ou des formes similaires de
matiere organique) et dans de nombreux environnements méthanogeénes, des proportions
relativement différentes peuvent étre observées (Conrad 1999).

Pour les cinq ordres du domaine Archaea qui englobent la plupart des méthanogenes
(Methanobacteriales, Methanococcales, Methanosarcinales, Methanomicrobiales et
Methanopyrales), le type de méthanogenese généralement réalisé peut étre précisé (Tableau
14).

Tableau 14 : Types de méthanogenése réalisables selon I'ordre des micro-organismes.

Taxon (ordres et genres) Type de méthanogenése
Methanobacteriales Hydrogénotrophe
Methanobacterium Methanobrevibacter
Methanosphaera Methanothermobacter
Methanococcales Hydrogénotrophe
Methanocaldococcus Methanotorris
Methanococcus Methanothermococcus
Methanomicrobiales Hydrogénotrophe
Methanocorpusculum  Methanoculleus
Methanofollis Methanogenium
Methanolacinia Methanomicrobium
Methanoplanus Methanospirillum
Methanocalculus
Methanopyrales Hydrogénotrophe
Methanosarcinales
Methanosaeta Acétoclaste
Methanosarcina Hydrogénotrophe, Acétoclaste, Méthylotrophe
Methanolobus Methanohalobium Meéthylotrophe
Methanohalophilus Methanococcoides
Methanimicrococcus Methanomethylovorans
Methanosalsum

Il apparait ainsi que la méthanogenése acétoclaste peut uniquement €tre réalisée par les
membres des familles Methanosaetaceae et Methanosarcinaceae (Ferry 1993). Alors que, les
membres de la famille Methanosaetaceae peuvent n'utiliser que l'acétate, les membres de la
famille Methanosarcinaceae présentent une grande versatilité métabolique puisqu'ils peuvent
également utiliser 1'hydrogeéne et le dioxyde de carbone (Ferry 1993), ainsi que les substrats
méthylés. La plupart des autres especes d'archées méthanogeénes sont uniquement capables de
réaliser la méthanogenese hydrogénotrophe.

Les parties suivantes de ce paragraphe décrivent plus en détails chacune des différentes
voies métaboliques de la méthanogenése.

1.1.3.2.1.

Les trois types de méthanogenese suivent différentes voies métaboliques. Différents
substrats intermédiaires, enzymes et coenzymes interviennent. Une des étapes clés de la
méthanogenese est le transfert de méthyle du CH3-H4SPT a la CoM. Le méthyle-coenzyme M
constitue un substrat clé car il est commun aux trois processus de méthanogenese (acétoclaste,
hydrogénotrophe et méthylotrophe). La production du méthane est catalysée par la méthyle-
coenzyme M réductase, qui réduit le groupe méthyle du méthyle-coenzyme M (CH3-CoM) en

Etapes métaboliques communes
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utilisant les électrons apportés par le coenzyme B (CoB), donneur d’¢lectron commun pour la
réduction du méthyle-coenzyme M chez tous les méthanogenes (Ferry 1999) (cette étape se
retrouve dans les Figure 19, Figure 20 & Figure 21).

Dans le métabolisme hydrogénotrophe et acétoclaste, ce transfert arrive simultanément
avec l'extrusion d'ions de sodium produisant un potentiel de membrane lors d'une réaction
catalysée par l'enzyme Ns-méthyle-H4SPT:CoM méthyltransférase (Mtr) (Becher, Muller et
al. 1992). Cette enzyme a huit sous-unités, encodée par I'opéron mtrECDBAFGH et attachée
a la membrane, catalyse aussi la réaction inverse (endergonique) de transfert du méthyle du
CH3-CoM a I'H4SPT dans le métabolisme méthylotrophe (Gottschalk et Thauer 2001). Mtr
peut conduire ce transfert de méthyle thermodynamiquement défavorable par la
consommation du gradient d'ions de sodium (Gartner, Weiss et al. 1994; Harms, Weiss et al.
1995). 11 a été proposé qu'un transfert direct du méthyle du méthanol a I'H4SPT puisse arriver
afin de contourner cette étape consommatrice d'énergie, mais cela n'a pas encore été démontré
expérimentalement (Keltjens et Vogels 1993).

1.1.3.2.2. Méthanogenése acétoclaste

L’acétate kinase active d’abord 1’acétate et rend possible la formation d’acétyl-CoA
(Weimer et Zeikus 1979). Le groupe carbonyle est ensuite oxydé en dioxyde de carbone
(donneur d'électrons) tandis que la tetrahydrosarcinapterine (H4SPT) rompt la liaison C-C de
I’acétate et accepte le groupe méthyle (le méthyle est transféré a la tetrahydrosarcinapterine,
H4SPT qui devient CH3- H4SPT). Le méthyle du méthyle-tetrahydrosarcinapterine est réduit
par la suite en méthane (Weimer et Zeikus 1979)). Les électrons sont produits par I’oxydation
du groupe carbonyle en dioxyde de carbone. Les étapes finales de la production du méthane
sont identiques a celles des autres types de méthanogenese (cf. Chapitre 2, § 1.1.3.2.1 Etapes
métaboliques communes).

L'étude détaillée de cette voie métabolique apporte ainsi une information tres
importante : lors de la transformation du méthane par réaction de méthanogenese acétoclaste,
c'est le groupement méthyle qui est transformé en méthane et le groupement carbonyle qui est
oxyd¢ en dioxyde de carbone.

CHy-H SPT <—Ac.CoA<— Ac-Pie Ac

CoM Mtr
2Hvho CH3-CoM =
2 MePh CoB
aPhH, CoB-Co
Hdr CH4

Figure 19 : Métabolisme de la méthanogenése acétoclaste (en bleu) - (Welander et Metcalf 2005).
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Légende de la Figure 19, de la Figure 20 et de la Figure 21

CHO-MF : formyl-méthanofurane

Mph/MphH, : formes oxydé et réduite de la méthanophénazine

CHO-H,SPT : formyl-tetrahydrosarcinapterine

F450/F420H, : formes oxydé et réduite Factor 420

CH=H,SPT : méthényl-tetrahydrosarcinapterine

Fd(ox)/Fd(red) : formes oxyd¢ et réduite de la ferredoxine

CH,=H,SPT : méthyléne-tetrahydrosarcinapterine

Ac : acétate

CH;3-H,SPT : méthyle-tetrahydrosarcinapterine

Ac-Pi : acétyl-phosphate

CH3-CoM : méthyle-coenzyme M Ac-CoA : acétyl-Coenzyme A

CH;3COSCOoA : acetyl-coenzyme A Ech : ferredoxin-dépendante hydrogénase

H,4SPT : tétrahydrosarcinapterine Frh : Fyyo-dépendante hydrogénase

CoM : Coenzyme M Vho : méthanophénazine-dépendante hydrogénase

CoB : Coenzyme B Fpo : Fyy¢ déshydrogénase

CoA : Coenzyme A CoM-CoB: disulfure Coenzyme M et Coenzyme B

1.1.3.2.3.

Cette réaction est réalisée par des micro-organismes capables d’oxyder I'H; et de réduire
le CO,. Parmi eux, certains utilisent également le formate. Ils sont capables de dissocier le
formate en H; et CO, puis de réaliser la méthanogenese hydrogénotrophe.

Méthanogenése hydrogénotrophe

Le processus de méthanogenese hydrogénotrophe implique la réduction de dioxyde de
carbone en méthane avec le dihydrogéne comme donneur d'électrons (c'est-a-dire en utilisant
les électrons provenant de l'oxydation du dihydrogene) (Weimer et Zeikus 1979). Le CO,
entre dans la voie métabolique par la formation du formylméthanofurane (CHO-MF). Ensuite,
la H4SPT intervient pour transmettre le groupe méthyle. Le coenzyme M est 1’accepteur final
du groupement méthyle. Le méthane est produit en réduisant le méthyle-coenzyme M a I’aide
des électrons apportés par le coenzyme B et provenant initialement de la réduction de
I'hydrogene. Les étapes finales de la production du méthane sont identiques a celles des autres
types de méthanogenese (cf. Chapitre 2, § 1.1.3.2.1 Etapes métaboliques communes).

CHO-HSSPT
Mch }~ H;0
CHEH48PT [CO]
EHI:::;-FJ,:I-:H T
Hg Fun:
Frih CHsH45PT
M- > F420H,

Hy F420
I:H]-‘HdrEpT “«— Ac-CoA<€— Ac-Pis

J',,--l CoM —.i Mtr

2H* SEd Pl
Viho CH;-CoM «—— ChH;0H
H?.‘j;- McFPh =- CoB — o
"'-I-Mr_-Fth CoB-Co
e Hdr EH_‘

Figure 20 : Métabolisme de 1a méthanogenése hydrogénotrophe (en rouge).
(Welander et Metcalf 2005) ; Légende : cf. 1égende Figure 19.
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1.1.3.2.4. Autres voies de la méthanogenése

Enfin, le processus de méthanogenése méthylotrophe (Figure 21, A) implique la
conversion de compos€s a un atome de carbone comme le méthanol et les méthylamines, en
dioxyde de carbone et méthane (Deppenmeier, Lienard et al. 1999). Une molécule de substrat
doit étre oxydée en dioxyde de carbone pour produire les équivalents nécessaires (6 électrons)
a la réduction de trois molécules de substrat en méthane (Deppenmeier, Lienard et al. 1999).
La formation du CH,4 s’achéve par la transformation du groupe méthyle du H4SPT. Les étapes
ultérieures de la production du méthane sont identiques a celles des autres types de
méthanogenese (cf. Chapitre 2, § 1.1.3.2.1 Etapes métaboliques communes).

Le processus de méthanogenese de réduction de méthyle (Figure 21, B) utilise aussi le
dihydrogéne comme donneur d'électrons, mais réduit le méthanol en méthane apreés le
transfert du groupement méthyle au coenzyme M (CoM) (Weimer et Zeikus 1978).

Ech CO4
2H* ~ - Fd(red S Edey B2 Ect (B)
Hy ‘:(;‘Fd(ux}.‘:j g
CHO-MF

CHO-H4SPT
Mch 4~ H,0
CHEH,4SPT 0] -
Fa20H [ ZH%e - Faz0t
. Fazo .
CHa=H4SPT
— FazoH
q 4~ F420

CHg-H4SPT <— Ac-CoA<— Ac-Pi— Ac 2 CH3-H

e Mtl’ = :'1_ Rt
2H? Viho CH -CoMn—T CH;0H Y Yo i} Ut ol e MBI
Hz e ok : . e -‘T‘:— MoPh = g ol ~—] li.'-":'! "

CoM

FazoHz ePhH,~"-CoB-Co z0H;” Mo P~ CoB-Cote
Fizn® Fpo Hdr CHy a0 Fpe Hel CHy4

Figure 21 : Métabolisme de la méthanogenése méthylotrophe (en vert)
et de réduction du méthyle (en orange).
(Welander et Metcalf 2005) ; Légende : cf. 1égende Figure 19.

1.1.3.3. Oxydation syntrophique de I'acétate

Une autre voie métabolique, nommée oxydation syntrophique de l'acétate (OSA), a
également été décrite. Ce mécanisme permet de produire du méthane a partir de l'acétate en
réalisant une réaction de méthanogenese hydrogénotrophe apres que l'acétate ait été oxydé en
CO; et H.

1.1.3.3.1. Mécanismes mis en jeu

L'OSA est une voie de transformation de 1'acétate en méthane réalisée en deux étapes.
Premic¢rement, les groupements méthyle et carboxyle de l'acétate sont oxydés en CO, avec
production de H, (cf. Tableau 15, réaction 1), par des bactéries. C'est la réaction d'oxydation
de l'acétate. Cette réaction est défavorable au niveau €nergétique puisqu'elle est endergonique
(+104,6 kJ.mol™). La deuxiéme étape consiste en la réduction du CO, en CHy par le H,. Cette
réaction est exergonique et produit 135,6 kJ.mol™ (cf. Tableau 15, réaction 2). Elle est réalisée
grace a des archées méthanogenes. Ainsi, l'association de ces deux étapes permet la
production de 31,0 kJ.mol™ (cf. Tableau 15, réaction 3), ce qui équivaut a la quantité d'énergie
libérée par la méthanogenese acétoclaste (Zinder et Koch 1984; Hattori 2008).
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Tableau 15 : Réaction de I'oxydation syntrophique de I'acétate.

Réactions AG® (kJ.mol™)
(1) CH;COO" +4H,0 — 4H, + H + 2HCO;y’ +104,6
(2) 4H, +HCO; + H" — CH, + 3H,0 -135,6
(3) CH;COO" + H,0 — HCO5 + CH,4 31,6

Deux types de métabolismes qui permettraient I'oxydation de l'acétate par les bactéries
ont été décrits (Galushko et Schink 2000; Hattori 2008)

e L['un des deux métabolismes repose sur l'utilisation du cycle de Krebs (cf. Figure
22). Le cycle de Krebs (ou cycle des acides tricarboxyliques ou encore cycle du
citrate) est une voie métabolique de la mitochondrie. Il consomme de 1’acétate et
produit du CO; sous forme de bicarbonates. L.’acétate y rentre sous forme activée,
donc sous forme d’acétyl-CoA.

CoASH
Crxaloacetate Citrate
HMADH
NAD'
hdalate Isocitrate
NADP"
Acelyl-CoA
H,0 T NADPH + CO,
o Y
Fumarate Acctate 2-Oxoglutarate
MQ,.. Fd_, + CoASH

Fd, .4+ CO,
MQox  Succinate =—— succinyl-CoA

Figure 22 : cycle de Krebs — d'aprés (Galushko et Schink 2000).

e Le second correspond a l'utilisation de la voie de Wood/Ljungdahl (voie réductrice
de l'acétyl-CoA). Cette voie, utilis€ée par les micro-organismes homoacétogenes,
permet la réduction de deux moles de CO; en une mole d'acétate (cf. Figure 23).
Utilisée dans le sens de I'oxydation par les bactéries syntrophiques, elle permettrait
de former du CO; a partir de 'acétate.
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co,
[1] 1/ 2[H]

THF Formate

ATP
ADP + Pi
Formyl-THF

r\-—> H,O
Methenyl-THF

|—2mH)

[6]

r

Methylene-THF Co,
| — 2[H]
y 2[H]
MethyFTHF
corrinoid/Fe=S
THF <™ Methykcorinoid/Fe-S co
CoA

Cell g Acetyl-CoA

material 1/_ Pi
Acetyl phosphate
B S
ATP
Acetate
Figure 23 : Métabolisme de Wood/Ljungdahl (homoacétogenése).

L'oxydation syntrophique de 1'acétate a lieu en sens inverse des fleches - (Hattori 2008).
Les nombres dans les carrés correspondent aux enzymes suivantes (noms en anglais):

1 — formate dehydrogenase | 4 — methylene-THF 7 — carbon monoxyde deshydrogenase/acétyl-
dehydrogenase CoA synthetase

2 — formyl-THF synthetase | 5 — methylene-THF reductase | 8 - phosphotransacetylase

3 — methenyl-THF 6 — methyltransferase 9 — acetate kinase

1.1.3.3.2. Micro-organismes impliqués

Dans la littérature, quatre associations bactéries / archées réalisant 1'oxydation
syntrophique de 'acétate ont été décrites.

e AOR /Methanobacterium

Une relation syntrophique a été mise en évidence dans une coculture, obtenue a partir
d'un digesteur thermophile (60°C) permettant la production de méthane grace a la dégradation
de déchets lignocellulosiques (Zinder et Koch 1984; Lee et Zinder 1988). La bactérie
syntrophique est un batonnet d'environ 2-3 sur 0,4-0,6 um. Le séquencage partiel du gene
codant pour I'ARNr classe cette bactérie dans le phylum des Firmicutes. Cette bactérie,
nommée AOR ou Reversibacter, utilise la voie de Wood / Ljungdahl pour oxyder l'acétate
(Hattori 2008). L'archée méthanogeéne hydrogénotrophe associée a cette bactérie dans ce
digesteur, est Methanobacterium (phylum Euryarcheaota, famille Methanobacteriaceae) qui
présente une forme de batonnet de 0,3-1 sur 1,5-15 um.

e Clostridium ultunense / Methanoculleus sp.
La relation syntrophique entre Clostridium ultunense (phylum Firmicutes, famille
Clostridiaceae) et des  Methanoculleus (phylum  Euryarcheaota, famille
Methanomicrobiaceae) a été¢ mise en évidence dans un digesteur traitant du fumier de porc en
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condition mésophile et présentant une concentration ¢levée en ammoniac (0,5 M) (Schnurer,
Schink et al. 1996; Schnurer, Zellner et al. 1999). Clostridium ultunense est une bactérie en
forme de batonnet de 0,5-7 sur 0,5-0,7 um. Sa température optimale de croissance est de
37°C. Cette bactérie utilise le mécanisme de Wood / Ljungdahl pour oxyder 1'acétate en CO,
et Hy. Les membres du groupe Methanoculleus sont généralement en forme de coque
irréguliere de 0,7-2 pm de diameétre. Leur température optimale peut varier de 37 a 60°C en
fonction des especes.

e Thermacetogenium phaeum / Methanothermobacter thermautotrophicus

Cette relation syntrophique a été mise en évidence dans un réacteur thermophile traitant
les effluents liquides d'une usine de production de pate a papier au Japon (Hattori, Kamagata
et al. 2000). L'oxydation de l'acétate est réalisée par la voie de Wood / Ljungdahl par la
bactérie Thermacetogenium phaeum (phylum Firmicutes, famille
Thermoanaerobacteriaceae). Cette bactérie se présente sous la forme d'un batonnet de 0,4-0,7
sur 2-12,6 um seul, regroupé par deux ou en chaine. Sa température optimale de croissance
est de 58°C et cette bactérie peut dégrader environ 40 mM d'acétate, en coculture, en 20 jours.
Methanothermobacter thermautotrophicus (phylum Euryarcheaota, famille
Methanobacteriaceae) est I'archée hydrogénotrophe retrouvée en syntrophie avec 7. phaeum.
Elle présente une forme de long batonnet d'une taille de 0,3-0,6 sur 2-7 um (Demirel et
Scherer 2008).

o Thermotoga lettingae / M. thermautotrophicus

Thermotoga lettingae est une bactérie en forme de batonnet d'une taille de 0,5-1 sur 2-3
um. Sa température optimale de croissance est de 65°C. T. lettingae peut dégrader 20 mM
d'acétate en 28 jours, en présence d'une archée méthanogene (M. thermautotrophicus), par la
voie d'oxydation de l'acide citrique (aussi appelée cycle de Krebs). Elle peut aussi dégrader
l'acétate en présence de thiosulfate pour former de l'alanine et du sulfure d'hydrogene. Cette
relation syntrophique a été mise en évidence a partir de prélévements d'un bioréacteur en
condition sulfato-réductrice en présence de méthanol (Hattori 2008).

e Bactérie capable d'oxyder l'acétate : Syntrophaceticus schinkii

Syntrophaceticus schinkii est une bactérie tres récemment isolée a partir d'un échantillon
de boue provenant d'un digesteur de traitement d'eaux usées d'une usine de préparation de
poisson (Westerholm, Roos et al. 2010). Ce digesteur fonctionnait alors en conditions
mésophiles, sous forte concentration d'ammoniac et produisait le méthane par OSA.
Syntrophaceticus schinkii est une bactérie appartenant au phylum des Firmicutes, qui sous de
faibles concentrations d'ammoniac se présente sous la forme de coques, alors que sous de
hautes concentrations; elle est en forme de batonnets droits ou légerements courbés de 2-5
mm sur 0,5-0,7 um se présentant seuls ou regroupés. Sa température de croissance est
comprise entre 25 et 40°C et son pH entre 6 et 8. Cette bactérie est capable d'oxyder I'acétate
et participe ainsi a la production de méthane en coculture avec des méthanogenes
hydrogénotrophes.

e Cas particulier des membres de la famille Methanosarcinaceae
Comme cela a été présenté précédemment (Chapitre 2, § 1.1.3.1 Les archées), les
membres de la famille Methanosarcinaceae sont capables de produire du méthane par
différentes voies (acétoclaste, hydrogénotrophe, méthylotrophe). De plus, il a été¢ montré que
certains membres de cette famille seraient capables de produire et consommer de I'hydrogene
a partir de l'acétate pour maintenir une certaine pression partielle en H, (Lovley et Ferry
1985). Cela indiquerait que certains membres de la famille Methanosarcinaceae soient
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capables de réaliser, les deux étapes de I'oxydation synthrophique de 'acétate qui, dans ce cas,
ne serait plus synthrophique puisqu'un méme micro-organisme réaliserait les deux étapes du
processus. Des publications récentes (Rother et Metcalf 2004; Lessner, Li et al. 2006) mettent
en évidence que ces archées présentent les capacités métaboliques leur permettant de réaliser
l'oxydation de l'acétate sans l'avoir mis en évidence expérimentalement. Au niveau
morphologique, les membres de la famille Methanosarcinaceae peut se présenter sous forme
unicellulaire ou regroupée en "cluster" en fonction des conditions dans lesquelles elle évolue
(Raskin, Stromley et a/. 1994; Gomec, Letsiou et al. 2008).

1.1.3.3.3. Parameétres influant la mise en place de I'OSA

La prédominance de la voie d'oxydation syntrophique de 'acétate sur la voie acétoclaste,
peut étre due a l'impact de certains facteurs dont la concentration en ammonium. La
concentration en ammonium semble en effet avoir un réle déterminant. La dégradation
anaérobie de la matiére organique entraine la libération d'ammonium. Les deux formes
majoritaires en solution aqueuse sont le NH," et le NH;. Le NH; est soupconné d'étre la forme
inhibitrice car elle passe a travers la membrane cellulaire (cf. Chapitre 2, § 1.2.6.3 L'azote
ammoniacal). La concentration en ammonium joue un réle dans l'orientation de la voie de
transformation de l'acétate (Schnurer, Zellner et al. 1999; Schnurer et Nordberg 2008). En
effet, l'augmentation de la concentration en ammonium entraine le passage de la voie
acétoclaste a la voie d'OSA. Il semblerait donc que les méthanogenes acétoclastes
(particulicrement les membres de la famille Methanosaetaceae) soient, méme si des résultats
contradictoires existent, plus sensibles a l'azote ammoniacal que les méthanogenes
hydrogénotrophes (Karakashev, Batstone et al. 2006; Chen, Cheng et a/. 2008; Song, Shin et
al. 2010). L'augmentation de différents parametres (la température et le pH) entraine un
accroissement de la concentration en azote ammoniacale sous sa forme libre (NHs) et peut
donc influencer les mécanismes d'inhibition par 1'azote ammoniacal (Chen, Cheng et al. 2008)
(cf. Chapitre 2, § 1.2.6.3 L'azote ammoniacal).

Certains parametres peuvent influencer les populations d'archées présentes et/ou le
métabolisme employé pour la production du méthane. Par exemple, la concentration d'acétate
semble avoir un effet sur les populations de micro-organismes et affecter le processus
biogéochimique. En effet, la concentration d'acétate joue un réle important. L'étude d’ Ahring
(Ahring 1995) a montré que dans un réacteur anaérobie thermophile, a une concentration
supérieure a 0,06 g.L”', I’acétate est métabolisé par méthanogenése acétoclaste alors que
quand la concentration d'acétate est inférieure a 0,06 g.L”', la majeure partie de 1’acétate est
oxydée par I’oxydation syntrophique de 1'acétate réalisée par une bactérie syntrophique et une
méthanogeéne hydrogénotrophe. . Des expériences ont montrées qu'a basse température
(<20°C), la production de méthane n'était pas, comme c'est le cas a 25°C, augmentée suite a
l'introduction d'H, (Conrad, Bak et al. 1989). A l'opposé, alors qu'un mélange de méthane
produit par les métabolismes acétoclaste et hydrogénotrophe est possible en conditions
mésophiles, une augmentation de la température au dessus de 37-40°C conduit a
I'établissement d'un métabolisme hydrogénotrophe uniquement (Fey, Claus et al. 2004;
Conrad, Klose et al. 2009). Le métabolisme hydrogénotrophe ne semble donc pas étre actif a
basse température et favorisé a haute température.

Tableau 16 : Méthanogénes prédominants en fonction de la température et de la concentration en acétate.

(Li 2008).
[acétate] Température mésophile Température thermophile
Faible (< 1 mM) Methanosaeta Methanoculleus
Elevée (> 1 mM) Methanosarcina, Methanosaeta Methanosarcina, Methanoculleus
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1.1.3.4. Homoacétogenése

L homoacétogenese correspond aux processus de formation d’acétate a partir de substrat
contenant un atome de carbone, comme le CO,, le méthanol, la méthylamine ou le formate.
Strictement anaérobies, les micro-organismes réalisant cette réaction sont, au niveau
taxonomique, les homoacétogeénes. Ils forment un groupe extrémement hétérogene,
comportant des micro-organismes Gram-positifs et Gram-négatifs, des morphologies de types
bacilles et cocci, mobiles et non-mobiles, psychrophiles, mésophiles ou thermophiles. Ce
processus a également été mis en évidence pour sa consommation significative d'hydrogene
dans les installations de stockage de déchets (Chen, Ohashi et al. 2003).

Il existe deux intéréts pour les micro-organismes a réaliser I’homoacétogenese : 1’apport
de carbone et d’énergie. L'apport de carbone car les molécules d’acétate peuvent étre
converties ensuite en acétyl-CoA pour la synthése cellulaire. L'apport d'énergie car la
synthese d’acétate a partir de méthanol est un processus exo-énergétique, et
I’homoacétogenese hydrogénotrophe libére également de 1’énergie mais en moindre quantité
(Tableau 17).

Tableau 17 : Quelques réactions d'homoacétogenése.

Réactions AGO?’SOS AGOSSOE
(kJ.mol ™) (kJ.mol ™)
(1) 4CH;0H +2HCO;” — 3CH;COO + H' + 4H,0 -215.,8 -212,5
(2) 4H,+2HCO;+H' — CH;COO  + 4H,0 -141,0 -133,9

1.2. Paramétres clés ayant une influence sur la méthanogenése

De nombreux parameétres ont une influence sur le déroulement de la méthanogenese de
facon positive ou négative. Un parametre peut €tre favorable a la méthanogenese dans
certaines conditions et défavorable dans d'autres. Cette liste, non exhaustive, identifie et
présente uniquement les parametres les plus importants.

1.2.1. La teneur en eau

Un des parametres essentiels au bon déroulement de la méthanogenése est la teneur en
eau. En effet, c'est le milieu de vie des micro-organismes et elle représente environ 80 % de
leur masse cellulaire (Aguilar-Juarez 2000). Par ailleurs, I'eau intervient comme réactif dans
les processus de dégradation de la MO (Tchobanoglous, Theisen et al. 1993) et de certaines
réactions de méthanogenese. Elle est indispensable a la réalisation de ces réactions. De plus,
la circulation de I'eau va permettre d'une part la dilution des composés inhibiteurs dans les
zones fortement concentrées, et d'autre part la circulation tant des nutriments et substrats
solubles que des micro-organismes (El-Fadel, Findikakis et al. 1996). Une teneur en eau
inférieure a 60 % serait insuffisante pour les processus de dégradation des déchets et cela,
quelle que soit la phase de dégradation (Rees 1980).

1.2.2. L'oxygeéne et le potentiel redox

De part sa toxicité envers les micro-organismes anaérobies stricts, dont font partie les
archées méthanogenes, I'oxygene et donc le potentiel d'oxydo-réduction sont des parametres
ayant une influence sur la méthanogenese. Le potentiel d'oxydo-réduction, généralement
exprimé par rapport a 1'électrode normale a hydrogene, doit en théorie étre inférieur a -300
mV pour permettre la croissance des méthanogenes (Demeyer, Jacob et al. 1981; Jee, Mano et
al. 1988; Oremland 1988; Christensen et Kjeldsen 1989). Des cas de méthanogenese a des
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potentiels supérieurs ont toutefois été observés de -350 a -250 mV (Bouchez et Bourdon
2001), de -300 a -200 mV (Frangois 2004), a -200 mV (Farquhar et Rovers 1973) et jusqu'a
-100 mV (Pohland et Al-Yousfi 1994).

1.2.3. La température

La température affecte l'activité enzymatique et la croissance des micro-organismes
méthanogenes. Toutefois, ils sont capables de se développer dans une gamme de température
tres large allant de 2°C (dans les sédiments marins) a plus de 100°C (dans les zones
géothermiques) (Palmisano et Barlaz 1996). Il est considéré que les micro-organismes
méthanogenes sont particulierement adaptés a trois domaines de températures : températures
psychrophiles (4-15°C), températures mésophiles (20-40°C) et températures thermophiles
(45-70°C) (Batstone, Keller et al. 2002).

Thermophiles
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Figure 24 : Variations du taux de croissance relatif des méthanogénes en fonction de la température.
(Batstone, Keller et al. 2002).

Certaines études ont montré qu'une augmentation de la température permet d'accélérer la
production du méthane sans pour autant accroitre le potentiel final de production (Palmisano
et Barlaz 1996). La vitesse de production de biogaz peut doubler a chaque augmentation de
10°C jusqu'au palier critique de 60°C (Palmisano et Barlaz 1996). La variation de la
température doit néanmoins étre relativement lente afin que la flore microbienne ait le temps
de s'adapter aux nouvelles conditions du milieu.

La température affecte les réactions biochimiques et les réactions physico-chimiques.
Comme le prédit la loi d'Arrhenius, une augmentation de la température conduit & une
augmentation des vitesses réactionnelles. Au dela des seuils de tolérance de chaque micro-
organisme, une augmentation conduit a une diminution de la vitesse de réaction. Enfin une
température trop élevée peut également conduire a la modification des chemins réactionnels
(modification thermodynamique et modification des populations), augmenter le taux de
mortalité des méthanogenes et/ou diminuer les rendements (augmentation de la dépense
énergétique liée au maintien de 1'intégrité cellulaire) (Batstone, Keller et al. 2002).
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1.2.4. Le rapport C/N

Chaque micro-organisme constituant la flore méthanogéne demande un apport suffisant
en éléments nécessaires a la syntheése de sa biomasse (C, N, P, S) et en oligo-éléments pour sa
croissance. Les besoins en carbone et azote peuvent étre évalués grossicrement a partir de la
formule brute décrivant la composition d'une cellule. Pour les méthanogenes, le milieu de
culture doit avoir des teneurs en carbone (exprimée en DCO), en azote et en phosphore au
minimum dans les proportions (DCO/N/P) suivantes : 100/0,44/0,08 (Mc Carty 1964),
600/7/1 (Mata-Alvarez 2003), 400/5/1 (Wens, Vercauteren et al. 2001). L'ammonium est leur
principale source d'azote. Certaines especes fixent l'azote moléculaire alors que d'autres ont
besoin d'acides aminés.

1.25. LepH

Le pH optimum pour la méthanogenése se situe entre 6 et 8 d'apres (Ehrig 1983) ou 6,8
et 7,4 d'apres (Barlaz, Ham et al. 1990). En dessous d'un pH de 6 les archées sont fortement
inhibées. Une chute de pH traduit généralement l'accumulation d'AGV et influe directement
les équilibres acido-basiques de nombreuses espéces chimiques (par exemple NH,; /NH3). 11
est donc difficile d'établir si une inhibition résulte d'un effet direct ou indirect du pH.

1.2.6. Inhibiteurs potentiels

La méthanogenése est sensible a la présence de nombreux composés chimiques tels que
certains accepteurs d'électrons (oxygene, nitrates & sulfates), les métaux lourds, les sulfures,
les acides organiques volatils, 'ammoniac, les hydrocarbures halogénés et les cations. Le
pouvoir inhibiteur de chacun de ces composés dépend généralement de leurs concentrations
dans le milieu, mais également des conditions environnementales (pH, température,
concentration d'autres especes) (Mata-Alvarez 2003). Les AGV, l'azote ammoniacal et le
sulfure d'hydrogene sont les inhibiteurs les plus couramment mis en cause lors de défaillances
des digesteurs industriels.

1.2.6.1. Les acides gras volatils

L'accumulation des AGV conduit a une chute du pH pouvant s'avérer étre défavorable a
la méthanogenese. Ces composés peuvent €galement étre directement inhibiteurs pour les
étapes de méthanogenese et d'hydrolyse lors de la digestion anaérobie (Palmisano et Barlaz
1996), et cela, méme si le pouvoir tampon permet de garder un pH proche de la neutralité. La
détermination des concentrations inhibitrices est difficile. Toutefois, des effets inhibiteurs
pour des concentrations de 2 gL' (Siegert et Banks 2005) et de 3 g.L" (Yuen, Styles et al.
1995) ont été mis en évidence.

1.2.6.2. Les ions

Nombreux sont les ions pouvant potentiellement inhiber la méthanogenése. Les
principaux sont :

e L'ammonium

L'inhibition de la méthanogenése par les ions NH, est un élément clé dans le cadre
de ce travail. Un paragraphe spécifique est dédié a l'effet de I'azote ammoniacal sur
la méthanogenése (Chapitre 2, § 1.2.6.3 L'azote ammoniacal).
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e Le phosphate

Une inhibition de la méthanogenése par le phosphate serait possible a partir de 20
mmol.L" (Conrad, Klose et al. 2000). Les populations acétoclastes y seraient plus
spécifiquement sensibles.

e Le sodium

Le sodium est essentiel aux méthanogenes a faibles concentrations, probablement
pour son role lors de la formation de 1'adénosine triphosphate ou de 1'oxydation du
NADH (Dimroth et Thomer 1989). De fortes concentrations de sodium peuvent
par contre inhiber la méthanogene¢se. En effet, des phénomenes d'inhibition
modérée peuvent survenir a partir de concentrations comprises entre 3,5 et 5,5
g Na“L" (Yuen, Styles et al. 1995) et des inhibitions fortes pour 8 g Na" L' (Mc
Carty 1964) en conditions mésophiles. Ces résultats sont confirmés a pH neutre
pour des concentrations en sodium de 5, 10 et 14 gNa"L" qui inhibent la
méthanogenese acétoclaste de 10, 50 et 100 % respectivement (Rinzema, van Lier
et al. 1988). Une acclimatation préalable semble pouvoir permettre d'augmenter le
seuil de tolérance des populations microbiennes au sodium (Debaere, Devocht et
al. 1984; Feijoo, Soto et al. 1995; Chen, Han et al. 2003).

e Le potassium

Des études ont montré que des hauts niveaux de potassium extracellulaire (1,0 M)
seraient néfastes car ils conduiraient a un flux passif d'ions qui neutraliserait le
potentiel de membrane (Chen, Cheng et al. 2008). Une inhibition de Ia
méthanogenese par le potassium serait possible a partir de concentrations
comprises entre 2500 & 4500 mg.L™' (Yuen, Styles et al. 1995).

e Le calcium

Des teneurs excessives en calcium conduisent a la précipitation des carbonates et
des phosphates, ce qui entraine une perte du pouvoir tampon et des nutriments
nécessaires a l'activité méthanogene (Chen, Cheng et a/. 2008). Une inhibition de
la méthanogenese par le calcium serait possible a partir de concentrations
comprises entre 2500 a 4500 mg.L™' (Yuen, Styles et al. 1995).

e Le magnésium

Une inhibition de la méthanogenése par le magnésium serait possible pour certains
auteurs a partir de 400 mg.L" (Schmidt et Ahring 1993) et pour d'autres a partir de
1000 & 1500 mg.L™" (Yuen, Styles et al. 1995).

1.2.6.3. L'azote ammoniacal

La dégradation anaérobie des composés azotés tels que les protéines conduit a la
production d'azote ammoniacal. L'azote ammoniacal ainsi produit se retrouve en solution sous
deux formes principales : la forme libre (NH3) et la forme d'ion ammonium (NH,"). Plusieurs
mécanismes d'inhibition ont été¢ proposés comme par exemple un changement du pH
intracellulaire, une augmentation de 1'énergie requise au maintien de l'intégrité cellulaire
(maintenance) ou une inhibition spécifique d'une réaction enzymatique (Whittmann, Zeng et
al. 1995). Toutefois, rien n'est clairement établi. En effet, la forme libre (NH3) a été proposée
comme étant la forme inhibitrice du fait de sa capacité a traverser librement les membranes
(Kroeker, Schulte et al. 1979; Debaere, Devocht et al. 1984). Les molécules d'ammoniac
hydrophobes peuvent diffuser passivement dans les cellules en entrainant un gradient de
protons trop important et/ou des déficiences en potassium (Sprott, Shaw et al. 1984; Gallert,
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Bauer et al. 1998). Parmi tous les micro-organismes participant a la digestion anaérobie, les
méthanogeénes semblent étre les moins tolérants et les plus sujets a l'inhibition par 1'azote
ammoniacal (Kayhanian 1994). Les principaux facteurs ayant une influence sur I'inhibition de
la méthanogenese par 'azote ammoniacal sont les suivants :

, PERCENT

NHy

00— | /J!/// ¢

e Concentration

Il est généralement considéré que des concentrations en dessous de 200 mg.L™
d'azote ammoniacal total sont bénéfiques aux processus de digestion anaérobie car
l'azote est un des éléments essentiels a la croissance des micro-organismes
anaérobies (Liu et Sung 2002). De nombreuses valeurs de concentrations
inhibitrices (entrainant un abaissement de plus de 50 % de la production de
méthane) sont données pour 'azote ammoniacal dans la littérature allant de 1,7 a
14 gL' dazote ammoniacal total (Chen, Cheng et al. 2008). La disparité
importante de ces valeurs peut étre attribuée a la variété des substrats étudiés, des
conditions environnementales, des inocula et des périodes d'acclimatation
considérées.

° pH

La teneur en forme libre (NHj) est affectée par le pH. En effet, il existe un
équilibre entre la concentration en ions ammonium et I'ammoniac en fonction
notamment du pH et de la température (cf. Figure 25 & Equation 21). Comme il a
été suggéré que la forme libre (NHj) est la forme toxique, une augmentation du pH
conduirait donc a une augmentation du NHj3 et donc a une augmentation de la
toxicité.

e Température

La teneur en forme libre (NH3) est affectée par la température. Une augmentation
de la température conduit, comme le pH, a un déplacement de I'équilibre
NH3/NH,4" vers la forme NH; (cf. Figure 25 & Equation 21). Une augmentation de
la température conduirait donc a une augmentation du NH; et donc a une
augmentation de la toxicité. Plusieurs auteurs ont montré que la digestion
anadrobie a haute concentration en azote ammoniacal, est plus facilement inhibée
et moins stable a haute température (Braun, Huber et a/. 1981; Parkin et Miller
1983).
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Figure 25 : Illustration de I'effet de la température et du pH sur 1'équilibre NH,/NHs.
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e Micro-organismes

A ce jour, il n'est pas clairement établi qui des méthanogenes acétoclastes ou des
hydrogénotrophes sont les plus fortement affectés par l'azote ammoniacal.
Toutefois, méme s'il existe des informations contradictoires dans la littérature, les
acétoclastes sembleraient étre généralement plus sensibles (Chen, Cheng et al.
2008). Des recherches basées sur la comparaison de la production de méthane et
du taux de croissance, indiquent que 1'effet inhibiteur est en général plus fort pour
les méthanogeénes acétoclastes que pour les hydrogénotrophes (Zeeman, Wiegant
et al. 1985; Sprott et Patel 1986; Koster et Lettinga 1988; Bhattacharya et Parkin
1989; Robbins, Gerhardt et al. 1989; Angelidaki et Ahring 1994; Borja, Sanchez et
al. 1996). Cependant, d'autres ¢tudes mettent en évidence la résistance
relativement élevée des acétoclastes aux hautes concentrations de TAN (total
ammonia nitrogen) en comparaison des hydrogénotrophes (Zeeman, Wiegant et al.
1985; Wiegant et Zeeman 1986).

e Autres ions

La présence d'autres ions tels que Na', Ca’" et Mg”" semble limiter l'effet
inhibiteur de l'azote ammoniacal. Leur présence permettrait ainsi d'abaisser la
toxicité de l'azote ammoniacal (Braun, Huber et a/. 1981; Hendriksen et Ahring
1991).

e Acclimatation

Une acclimatation des populations de méthanogeénes a 1'azote ammoniacal, grace a
une augmentation progressive de la concentration, est reportée depuis 1971
(Melbinger et Donnellon 1971). Cette adaptation peut étre le résultat d'une
modification des especes dominantes de méthanogenes (Zeeman, Wiegant et al.
1985). Il est donc important de noter que méme si les populations de
méthanogenes semblent capables de s'adapter a de hauts niveaux d'azote
ammoniacal (Chen, Cheng et al. 2008), cela conduit généralement a une chute de
la production de méthane (Koster et Lettinga 1988; Borja, Sanchez et al. 1996) et
de sa cinétique (Lay, Li et al. 1998; Schnurer, Zellner et al. 1999; Karakashev,
Batstone et al. 2006).

Remarque : dans le cas spécifique du domaine d'étude qui concerne la dégradation des déchets
solides, l'accumulation d'azote ammoniacal a partir des composés azotés (majoritairement
sous la forme d'urée et de protéines (Kayhanian 1999), est un phénomene pouvant survenir
dans les ISD ou les méthaniseurs, car il n'y a pas de réaction d'élimination de l'azote
ammoniacal efficace en condition anaérobie. Les concentrations en azote ammoniacal
retrouvées peuvent, de ce fait, entrainer des inhibitions de la méthanogenese (Kayhanian
1994; Wens, Vercauteren et al. 2001). En effet, les concentrations en ions ammonium peuvent
atteindre des valeurs élevées dans le lixiviat d'ISDND (3421 mg NHs;+NH, L") (Wens,
Vercauteren et al. 2001) et dans les méthaniseurs (4,3 g.kg” de matiére prélevée en sortie de
digesteur) (Illmer et Gstraunthaler 2009) par exemple.

1.2.6.4. Les métaux

La plupart des métaux sont essentiels au développement des micro-organismes.
Toutefois, a de fortes concentrations ils peuvent devenir inhibiteurs. Une inhibition totale de
la méthanogencese est possible si les concentrations de :
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Cobalt libre sont supérieures &4 70 mg.L™' (Bhattacharya, Uberoi et al. 1995b) ;
Cuivre sont supérieures a 60 mg.L™" (Speece et Parkin 1983) ;

Zinc sont supérieures a 100 mg.L" (Harries, Scrivens et al. 1990) ;

Cadmium sont supérieures a 0,1 mg.L™' (Bhattacharya, Madura et al. 1995a).

De plus, un grand nombre d'auteurs ont tenté d'établir un classement des métaux en
fonction de leurs toxicités sur les processus de conversion des AGV en méthane (Lin 1992;
Mueller et Steiner 1992; Lin 1993; Codina, Munoz et al. 1998; Lin et Chen 1999). L'ordre est
variable en fonction des études et des micro-organismes présents. Cependant, une tendance
générale permet de les classer en trois catégories en fonction de leur pouvoir d'inhibition :

e Plus inhibiteurs : cuivre et cadmium ;
¢ Moyennement inhibiteurs : zinc et chrome ;
e Moins inhibiteurs : plomb et nickel.

1.2.6.5. Autres inhibiteurs

Evidemment, d'autres inhibiteurs peuvent s'ajouter a ceux listés précédemment. Les
nitrates, nitrites, 1'oxygene, certains xénobiotiques tels que les solvants, des médicaments, des
pesticides, des surfactants ou des phénols (Barclaz 1996; Malta-Alvarez 2003) et de
nombreux autres composes (Chen, Cheng et al. 2008).

2. Etude de la méthanogenése par approche isotopique

2.1. Isotopes stables

2.1.1. Définitions

Avant de définir la notion d'isotope, il est essentiel de bien connaitre les éléments
constitutifs d'un atome. Un atome est constitué d'un noyau (107> m de diamétre environ)
composé de nucléons (protons et neutrons) autour duquel gravite un nuage d'électrons comme
illustré sur la Figure 26.

Electrons

.
6
/

Protons

Neutrons

Figure 26 : Représentation structurelle d'un atome.
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Les électrons ont une charge électrique négative. Les protons ont une charge électrique
positive, de méme valeur absolue que celle de 1'électron. Les neutrons n'ont pas de charge
électrique, ils sont neutres comme leur nom l'indique. Au sein d'un atome, il y a exactement le
méme nombre d'électrons et de protons. Un atome est ainsi €lectriquement neutre. Le nombre
d'électrons (ou de protons) dans un atome détermine ses propriétés physiques et chimiques,
c'est le numéro atomique. Le nombre de neutrons au sein des atomes d'un méme ¢élément
(méme numéro atomique) peut varier mais, en général, il est proche du nombre de protons
afin d'assurer une certaine stabilité du noyau. Les atomes d'un méme élément chimique n'ont
donc pas tous le méme nombre de masse (nombre de protons + nombre de neutrons). Pour
représenter un atome on utilise donc la représentation présentée en Figure 27.

Nombre de masse
(nombre de protons et de neutrons)

A X ._Symbole de I'élément
: . Z
Numéro atomique /

(nombre de protons ou
d'électrons)

Figure 27 : Notation atomique des éléments.

Les isotopes sont des atomes dont le noyau contient le méme nombre de protons mais
un nombre différent de neutrons. Deux isotopes d'un méme élément ont donc le méme
numéro atomique, mais un nombre de masse différent. Etymologiquement, le terme isotope
vient du grec et est composé du préfixe iso-, « méme » et du suffixe -tope, « place » ce qui
signifie "a la méme place" (sous entendu dans la classification périodique des €léments).

Deux grands groupes d'isotopes sont distingués : les isotopes stables et les isotopes
instables, également couramment appelés éléments radioactifs.

2.1.2. Effet isotopique

Si les différents isotopes d'un méme élément peuvent sembler présenter les mémes
propriétés physico-chimiques, cela n'est vrai qu'en premiere approximation. En effet, les
différences de masse entre deux isotopes d'un méme élément chimique engendrent de faibles
différences de propriétés physico-chimiques : énergie de liaison, température de fusion et de
vaporisation, viscosité, vitesse de réaction, constante d'équilibre, .... Ces différences sont
appelées effets isotopiques.

C'est un effet quantique qui est a la base de ces différences de propriétés physico-
chimiques. Cet effet est schématiquement représenté sur la Figure 28 qui représente
1'évolution de I'énergie potentielle (pour une molécule diatomique) en fonction de la distance
entre deux atomes. Cette courbe présente un minimum auquel une distance interatomique est
associée. Dans la théorie quantique, l'énergie d'une molécule est limitée a des valeurs
discrétes de niveaux d'énergie. Le premier niveau d'énergie se situe a 2 hv (ou h est la
constante de Planck et v la fréquence de vibration des atomes les uns par rapport aux autres)
au-dessus de la valeur d'énergie observée au niveau du puit de potentiel. La présence d'un
isotope plus ou moins lourd va alors créer une différence. En effet, la fréquence de vibration
des atomes entre eux dépend de la masse de ces derniers et elle varie donc avec l'isotope
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considéré. Plus la masse des atomes est importante, plus la fréquence de vibration sera faible.
Ainsi, le niveau d'énergie minimum sera plus faible pour une molécule contenant un isotope
lourd. La liaison formée sera ainsi plus énergétique et donc moins fragile que celle contenant
uniquement des isotopes légers.

E isotope [@ger E izotope lourd

UHEger \ ’f

Ulourd

Energie potentielle

1/2hL)

o

Distance interatomigue

Figure 28 : Courbe de potentiel d'interaction entre deux atomes en fonction de la distance-interatomique.

2.1.3. Fractionnement isotopique

La notion de fractionnement isotopique correspond a une modification de la répartition
des différents isotopes d'un élément au sein d'une molécule. Ce fractionnement peut survenir
lors de processus chimiques ou lors de processus physiques et est directement li¢ a la notion
d'effet isotopique, détaillé précédemment (Chapitre 2, § 2.1.2 Effet isotopique). Deux
phénomenes principaux sont a l'origine des fractionnements isotopiques : les effets cinétiques
et les échanges isotopiques.

Les effets cinétiques sont associés a des processus tels que les phénomenes de diffusion,
les réactions de dissociation et les réactions chimiques. Au cours d'une réaction chimique,
'énergie vibrationnelle du systeme en réaction varie lors du passage de 1'état initial a 1'état de
transition, puisqu'une ou plusieurs liaisons sont cassées lors de la réaction chimique. Les
liaisons mettant en jeu des isotopes légers étant plus fragiles, les réactions chimiques les
concernant sont plus rapides et plus fréquentes. Un fractionnement isotopique peut en
découler. La perturbation induite sur le systeme, quoique faible, est perceptible cinétiquement.
Elle se traduit par une différence entre les constantes cinétiques de réaction associées aux
différents isotopes. Lors des phénomenes de diffusion, c'est simplement la différence de
mobilité des molécules qui cause le fractionnement car les atomes plus légers sont plus
mobiles.

Les échanges isotopiques surviennent lors de la répartition des isotopes entre différentes
phases ou substances chimiques. Ils sont associés aux processus physico-chimiques sans
réaction chimique au sens propre du terme. Par exemple, les processus d'évaporation-
condensation conduisent a un fractionnement isotopique entre la vapeur (appauvrie en °C) et
la phase liquide (enrichie en C) en raison de la différence de pression de vapeur des
composés isotopiques.
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2.2. Rapport isotopique *C/"*C

2.2.1. Isotopes du carbone

Le carbone est un ¢lément unique du fait de ses propriétés chimiques. En effet, le
carbone permet de former un nombre de composés plus important que tous les autres éléments
réunis. Il est également le composant caractéristique de la matiere organique. Une
présentation détaillée de ses isotopes est donnée en Figure 29.

12C O Prokon © Heutron £ Electron

130' kel

Carbone 12 : stable : 6 protons / 6 neutrons
Carbone 13 : stable : 6 protons / 7 neutrons
Carbone 14 : instable : 6 protons / 8 neutrons

Figure 29 : Isotopes du carbone.

11 existe trois isotopes du carbone dont deux sont stables (‘*C & '2C) et un instable (**C).
Le carbone « ordinaire », de loin le plus abondant dans la nature, est le °C (98,89 %). Le °C
est rare puisqu'il ne représente qu’environ 1,11 % du carbone en moyenne sur terre. Le '*C,
quant a lui, est encore plus rare puisqu'il représente seulement 0,0000000001 % du carbone
total (Figure 30).

Abondance naturelle en %

100
80
60
40

20- ! '
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Figure 30 : Abondance naturelle des isotopes du carbone.
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2.2.2. Composition isotopique

La géochimie des isotopes stables s'intéresse aux abondances des différents isotopes
stables présents dans une substance. Le rapport d'abondance isotopique exprime, dans un
composé donné, la proportion d’isotope lourd par rapport a I’isotope 1éger, le plus abondant. I1
se note par un grand R.

. 13
R= isotope lourd Pour le carbone: R, = <
isotope leger e
Equation 1
Cette abondance relative des différents isotopes du carbone peut varier en fonction des
compos€s, de leurs origines et des transformations qu'ils ont subies. Afin de pouvoir
quantifier ces différences d'abondance généralement tres faibles, une notation spécifique est

utilisée : la composition isotopique (5).

Du fait de la difficult¢ de mesurer les abondances isotopiques absolues, elles sont
exprimées par rapport a des standards internationaux. Les variations isotopiques étant en
générales faibles, les déviations relatives par rapport aux standards internationaux (valeur
arbitraire fixée a 0 %o) sont reportées suivant la notation delta et exprimées en pour mille (%o).

R.. —R.. .
. 13 _ Cech C ref 3 1o
Pour le Carbone: o6 C,,, = e x10 [ A) ]

Cref

Equation 2

Les standards internationaux ont €té choisis afin de représenter les réservoirs dominants
de chacun des éléments spécifiques. Pour le carbone, le standard international utilis€é comme
référence est la Bélemnite Pee-Dee (le V-PDB, Vienne-Pee Dee Belemnite, CaCOs) avec un
rapport °C/"2C égal a 0,0112372. Ces carbonates proviennent d'un mollusque fossile datant
du crétacé et provenant de la riviere Pee Dee en Caroline du Sud. Le rostre en calcite de ce
mollusque est utilisé pour la mesure de son 3'"°C. Cette composition isotopique définit le zéro
de I'échelle des §"°C.

Une valeur négative de 8'°C signifie que I'échantillon est appauvri en °C par rapport a
I'étalon international. A l'opposé, une valeur positive indique un enrichissement en °C de
|'échantillon par rapport a ce méme étalon international, comme illustré sur la Figure 31

Enrichissement en 2C Enrichissement en 13C

*—_—_—_—_—_—_—_—_—_—*

(Stgr%zrd) O1C (%)

Figure 31 : Axe de représentation de la composition isotopique du carbone (6°C).

Dans le cas de l'étude des fractionnements isotopiques engendrés par une réaction,
d'autres notions telles que le facteur de fractionnement isotopique (ou isotopic fractionation
factor, o) et le facteur d'enrichissement isotopique (ou isotopic enrichment factor, €) sont
généralement utilisées.
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e Facteur de fractionnement isotopique (o)

Le fractionnement isotopique d’une réaction peut-&tre défini par le rapport des
constantes de vitesse de cette réaction pour les deux especes isotopiques. Il se note a et se
calcule de la maniere suivante :

lourdk 13Ck
a=——=KIE™ pourlecarbone o =——
legerk C

Equation 3

Le fractionnement isotopique d'une molécule (substrat) et de son produit de dégradation
peut étre exprimé par le rapport des rapports d'abondances isotopiques des deux composés.

-3 3
a _ Rsubstrat _ 10 5substrat +1 _ 5substrat + 10
substrat — produit — - _3 - 3
Rprnduit 10 é‘produit + 1 5pmduit + 10

Equation 4
e Facteur d'enrichissement isotopique (€)

Pour exprimer la différence de composition isotopique entre deux composés, le facteur
d'enrichissement isotopique noté € est utilisé.

e=a-1 ou &=(a-1)x1000 [%0]
Equation 5

Remarque : du fait de ses valeurs souvent faibles, dans la littérature, € est souvent exprimé en
%o.

2.2.3. Variation de la composition isotopique du carbone dans la nature

Le carbone est présent dans nombre de composés chimiques sur terre, allant des
composés organiques fortement réduits dans la biosphere jusqu'aux formes inorganiques
fortement oxydées comme le CO; et les carbonates. Cette grande variété d'états d'oxydation,
alliée a la diversité de formations géologiques, rend propice l'apparition de fractionnements
isotopiques naturels. Ainsi, les variations de la composition isotopique du carbone dans la
nature s'étendent sur une plage de 100 %o, allant des carbonates lourds, présentant un 8'°C
supérieur a +20 %o, au méthane léger, ayant un 8"°C inférieur a -80 %o (Hoefs 1997).

Les deux principaux réservoirs de carbone terrestre, la matiere organique et les
carbonates s€dimentaires, présentent des compositions isotopiques différentes dues a I'effet de
deux processus de fractionnement isotopique distincts. Tout d'abord, des échanges isotopiques
entre les différentes formes de carbone inorganique (CO, atmosphérique-bicarbonate dissous-
carbonate solide) conduisent & un enrichissement en carbone 13 des carbonates (Mook,
Bommerson et al. 1974). La composition isotopique de la matiere organique, quant a elle, est
influencée par les fractionnements isotopiques d’ordre cinétique, associés au transfert
physique par diffusion du carbone inorganique au sein des cellules des plantes, ainsi qu'au
mode de biosynthése de 1'organisme producteur de ces composés (Park et Epstein 1960). Ces
fractionnements isotopiques conduisent a 1I’incorporation préférentielle du carbone 12 au sein
des composés organiques. Le carbone organique est donc appauvri en carbone 13 par rapport
au carbone inorganique source.
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L'existence de ces deux mécanismes de fractionnement explique, en grande partie, les
variations de composition isotopique observées au niveau de la matiere organique. Ainsi,
l'enrichissement en carbone 13 des molécules d'origine marine (8"°C compris entre -13 %o et
-27 %o) par rapport a celles synthétisées par les plantes terrestres (8'°C compris entre -22 %o et
-33 %o) s’explique par 1’existence de 1’équilibre chimique qui existe entre les carbonates et le
CO; atmosphérique, favorisant la concentration en CO, enrichi en carbone 12 dans la phase
gazeuse (Mook, Bommerson et al. 1974). En effet, le CO, atmosphérique actuel (8°C = -8
%o0), source de carbone des plantes terrestres (photosynthese), est alors appauvri en carbone 13
par rapport au carbone inorganique marin (3"°C = 0 %o), présent sous forme de carbonate,
utilisé par les algues. De nombreux parametres biotiques et abiotiques (le pH, la
température...), en modifiant les équilibres entre les différentes formes de carbone
inorganique, compliquent les phénomenes. Par exemple, les eaux douces, généralement acides
(pH compris entre 5 et 7), montrent une prédominance du CO, moléculaire et sont enrichies
en carbone 12. Au contraire, les eaux marines, légérement basiques (pH = 8,5), montrent une
prédominance des carbonates.

plantes plantes Cog ‘ CaCO,
en C3 en C4 atmosphérique  marin

| l l | >
8 13C (%o)

_26V -13 \ -8
N N < _ ” <
~So - - -
Biosynthése appauvrissement en '3C
<
Figure 32 : Fractionnements isotopiques associés aux modes de biosynthése de la matiére organique -
(Mazéas 2000).

Les fractionnements isotopiques associés aux différents modes de fixation du carbone et
de biosynthese de la matiere organique, présentent des amplitudes variables permettant de
remonter a l'origine biosynthétique de la matiere organique. Les plantes dites en C4 (mais),
utilisant le cycle de Hatch-Slack (8"°C compris entre -6 %o et —19 %o), présentent un
enrichissement en carbone 13 par rapport aux plantes en C3 (arbres et bl¢), utilisant le cycle
de Calvin (8"°C compris entre -24 %o et -34 %), car ces deux types de plantes utilisent des
systémes enzymatiques différents afin de fixer le carbone (Smith et Epstein 1971) (Figure 32).

De plus, au sein méme d'une plante, le carbone 13 n'est pas uniformément réparti mais
varie entre les hydrates de carbone, les protéines et les lipides (Park et Epstein 1960; Abelson
et Hoering 1961). Les lipides sont par exemple appauvris en carbone 13 par rapport aux autres
composés biochimiques.

La composition isotopique de la matiere organique dépend, a la fois, de la composition
isotopique de la source de carbone utilisée, des effets isotopiques associés au mode
d'assimilation du carbone et des effets isotopiques dus au métabolisme ou au mode de
biosynthése. Le rapport °C/*C constitue ainsi un traceur d’origine et d’évolution de la
matiere organique (Wong et Sackett 1978). A titre d’exemple, Figure 33, sont représentées les
compositions isotopiques de différents types de matieres vivantes ainsi que celles rencontrées
dans différents types de sédiments récents.
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& C (%)
-10 -15 -20 -25 -30 -35 -40

plantes terrestres tropicales

sédiments marins profonds (s.o. pacifique)

Figure 33 : Compositions isotopiques de différents types de matiéres vivantes et
de différents types de sédiments récents - (Mazéas 2000).

2.3. Applications des isotopes stables

2.3.1. Contexte

Depuis le développement et la commercialisation de la chromatographie en phase
gazeuse couplée avec la spectrométrie de masse isotopique vers la fin des années 1980 / début
des années 1990, de multiples applications ont vu le jour dans des domaines tres divers.

Ainsi, D’étude des variations isotopiques dues a des processus naturels a é&té
particulierement informative en sciences de la terre, en géochimie, en climatologie, en
océanographie, en écologie, en archéologie, en recherche biomédicale .... De nombreuses
applications utilisent aujourd'hui les mesures de composition isotopique comme outil en
sciences de l'environnement. Ces applications incluent (i) la détermination des sources de
contaminants de I'échelle locale a 1'échelle globale ; (i1) 1'identification et la quantification des
réactions intervenant dans certains processus biologiques ou chimiques a des échelles allant

de l'incubation de laboratoires a celle du site ; (iii) 1'étude des mécanismes élémentaires
(réactions intermédiaires) intervenant au cours de la formation d'un produit.

2.3.2. Quelques exemples d'applications

Afin d'illustrer les potentialités de I'utilisation des isotopes stables, deux exemples
appartenant a des domaines distincts sont présentés plus en détails :
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e Controle anti-dopage :
La mesure de la composition isotopique du carbone peut étre utilisée pour déterminer si
certaines molécules sont naturelles ou sont synthétisées artificiellement. Le développement de
nouvelles méthodes de mesure en IRMS (Spectrométrie de masse isotopique) peut permettre
de différencier la testostérone endogene, biosynthétisée par le sportif, de la testostérone
exogene, utilisée comme agent dopant. La testostérone est une hormone sexuelle et sa
structure chimique est donnée en Figure 34. OH

Figure 34 : Structure chimique de la testostérone.

La testostérone synthétique est préparée a base de stérols végétaux, ce qui conduit a un
pourcentage de carbone 13 différent de celui de la testostérone naturelle. La confirmation d'un
dopage a la testostérone est généralement réalisée par la mesure de la composition isotopique
en C/"C de la testostérone ou de ses métabolites, qui apporte une preuve directe de l'origine
exogene de la testostérone (Aguilera, Becchi et al. 1996).

e "Thermomeétre isotopique" :

Les mesures de la composition isotopique de la glace piégée au niveau des pdles, permettent
de déterminer la température qui régnait lors de la formation de cette derniere et donc
d'étudier les changements climatiques s'étant produits dans le passé a la surface de la plancte.
Pour comprendre les fondements de cette approche nommée "thermometre isotopique", il est
nécessaire de débuter au niveau de l'eau océanique qui s’évapore pour former les masses
nuageuses. Les molécules d'eau légeres (contenant de 1'hydrogene et de l'oxygene 16)
s'évaporent plus facilement que les lourdes (contenant du deutérium de I'oxygene 17 ou 18).
De ce fait, les molécules d'eau de la masse d’air humide sont enrichies en isotopes 1égers alors
que les molécules d'eau de mer sont enrichies en isotopes lourds.

Apres 1'évaporation de l'eau, qui confére aux masses nuageuses ses caractéristiques
1sotopiques initiales, la masse d’air, transportée vers les pdles, va se refroidir au cours de son
trajet et subir des phénomenes de condensation a 'origine des précipitations au fur et a mesure
de sa migration. La vapeur d'eau s’enrichit donc en isotopes légers car les plus lourds sont
préférentiellement emportés lors des précipitations. Plus la température est basse a la surface
de la planete, plus les précipitations et donc les fractionnements isotopiques sont importants et
plus la vapeur s’appauvrit en isotopes lourds. Ainsi, lors des périodes glaciaires, lorsque les
températures étaient froides a la surface de la plancte, les précipitations au niveau des podles
étaient particulierement enrichies en isotopes légers, alors qu'en période de réchauffement
climatique, cet enrichissement isotopique est moindre, comme l'illustre la figure 35. La
composition isotopique de 1'hydrogene et de 1'oxygene de la glace dans la calotte polaire,
dépend donc de la température qui régnait au moment de sa formation. En analysant la
composition isotopique de la glace le long de carottes glaciéres prélevées au niveau des poles,
il est alors possible de retracer les évolutions climatiques a la surface du globe.
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Figure 35 : "Thermométre isotopique" - (Jouzel, Koster et al. 1994).

La comparaison de la composition de l'atmosphére (obtenue par l'analyse des bulles d'air
pic¢gées dans la glace) avec l'historique des températures ainsi obtenu a permis d'établir
clairement le lien entre gaz a effet de serre et réchauffement climatique.

2.4. Applications pour I'étude de la méthanogenese

2.4.1. Principe de I'approche isotopique permettant I'étude des environnements
méthanogénes

Le méthane est produit lors de la biodégradation de la matiere organique en condition
anadrobie grace a I’action de micro-organismes. La réaction de méthanogenese peut Etre
réalisée  selon  différentes voies métaboliques  (hydrogénotrophe, acétoclaste,
méthylotrophe...) en fonction du substrat utilisé¢ (CO,/H,, acétate, méthanol...) et de certaines
propriétés physico-chimiques.

Les réactions de méthanogenese, comme la plupart des réactions biologiques, induisent
des fractionnements isotopiques conduisant a I’enrichissement en isotope 1éger du produit de
la réaction (méthane) et en isotope lourd du réactif (CO,, acétate, méthanol...). Ce
fractionnement est dii au fait que les micro-organismes utilisent préférentiellement les
molécules contenant I’isotope 1éger en raison du « cotlit » énergétique plus important associé a
la cassure d’une liaison impliquant un isotope lourd. Ainsi, durant la méthanogenése, le
méthane s’enrichit en ’isotope léger (‘*C) par rapport au substrat utilisé (CO,, acétate,
méthanol...). Ces derniers se retrouvent donc enrichis en isotopes lourds (*>C). La Figure 36
illustre ce processus.
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Produit de la Substrat de la
methanogenése méthanogenése

4——————_————

o . . 13
Enrichissement en '2C du produit par rapport a son substrat 61°C (%0)
Figure 36 : Représentation du processus de fractionnement isotopique entre substrat et produit.

De plus, le méthane produit par méthanogenese hydrogénotrophe présente une
composition isotopique du carbone distincte de celle du méthane produit a partir d’acétate.
Ces différences s'expliquent (i) par le fait que les substrats carbonés utilis€s par les différentes
voies métaboliques (CO; et acétate) présentent des compositions isotopiques différentes et (ii)
par le fait que les voies métaboliques responsables de la méthanogenése conduisent a des
fractionnements isotopiques différents, comme I'illustre la Figure 37.
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Figure 37 : Fractionnement isotopique des différentes voies métaboliques de la méthanogenése.
D'aprés (Whiticar, Faber et al. 1986)

Ainsi, le méthane produit par méthanogenese hydrogénotrophe présente des
compositions isotopiques pour le carbone comprises entre -60 %o et -95 %o, alors que dans le
cas du méthane produit a partir d'acétate, la composition isotopique du carbone est comprise
entre -47 %o et -63 %o (Whiticar, Faber et al. 1986).
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2.4.2. Facteurs de fractionnements isotopiques des voies métaboliques de la
méthanogenese

2.4.2.1.

Détermination a partir d'incubations en cultures pures

Le Tableau 18 regroupe les valeurs de facteurs de fractionnements isotopiques
déterminées en cultures pures de méthanogenes pour les différentes voies métaboliques
méthanogenes.

Tableau 18 : Facteurs de fractionnement en cultures pures — d'aprés (Conrad 2005).

Réaction Micro-organismes T (°C) a Référence
Methanosarcina barkeri 40 1,045 | (Games, HayesRobert et al. 1978)
M. barkeri strain MS 36 1,046 (Krzycki, Kenealy et al. 1987)
Methanobacterium strain MoH 40 1,061 | (Games, HayesRobert et al. 1978)
M. thermoautotrophicum 65 1,025 | (Games, HayesRobert et al. 1978)
M. thermoautotrophicum 65 1,034 (Fuchs, Thauer et al. 1979)
M. fromicicum 34 1,048 (Balabane, Galimov et al. 1987)
M. fromicicum strain 41 (basse teneur en H,) ? 1,069 (Zyakun, Bondar et al. 1988)
M. fromicicum strain 41 (haute teneur en H,) ? 1,021 (Zyakun, Bondar et al. 1988)
Methanobacterium strain ivanov 37 1,034 (Belyaev, Wolkin et al. 1983)
Methanobacterium strain ivanov 46 1,032 (Belyaev, Wolkin et al. 1983)
Méthanogenese Methanococcus vanielii 35 1,071 (Botz, Pokojski et al. 1996)
hydrogénotrophe M. thermolithotrophicus 45 1,064 (Botz, Pokojski et al. 1996)
M. thermolithotrophicus 55 1,066 (Botz, Pokojski et al. 1996)
M. thermolithotrophicus 65 1,059 (Botz, Pokojski et al. 1996)
M. igneus 85 1,057 (Botz, Pokojski et al. 1996)
(Valentine, Chidthaisong et al.
Methanothermobacter marburgensis (310 Pa H,) 65 1,064 2004)
(Valentine, Chidthaisong et al.
M. marburgensis (80 kPa H,) 65 1,031 2004)
Isolement a partir de sol de riziére
(Methanobacterium spp.) 30 1,050 (Chidthaisong, Chin et al. 2002)
Isolement a partir de racine de riz
(Methanospirillum spp.) 30 1,057 (Chidthaisong, Chin et al. 2002)
M. barkeri strain MS 37 1,074 (Krzycki, Kenealy et al. 1987)
Méthanogenése Isolement a partir de sédiment marin 30 1,081 (Rosenfeld et Silverman 1959)
méthylotrophe (a Isolement a partir de sédiment marin 23 1,094 (Rosenfeld et Silverman 1959)
partir du méthanol) | 1solement a partir de sédiment marin et de boues 30 1,077 (Heyer, Hiibner et al. 1976)
Isolement a partir du "Big Soda Lake", Nevada 20 1,074 (Oremland, Marsh et al. 1982)
Meéthanogenese (Summons, Franzmann et al.
méthylotrophe (a M. barkeri 37 1,050 1998)
partur du tri- (Summons, Franzmann et al.
méthyle-amine) Methanococcoides burtonii 20 1,071 1998)
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Tableau 18 : Suite.

Réaction Micro-organismes T (°C) o Référence
M. barkeri strain MS 37 1,021 (Krzycki, Kenealy et al. 1987)
Methanosarcina strain 47 ? 1,027 (Zyakun, Bondar et al. 1988)
M. barkeri strain 227 37 1,021 (Gelwicks, Risatti et al. 1994)
Methanosaeta concilii ? 1,018 | (Chidthaisong et al., pers. comm.)
Methanosaeta concilii (acétate) 37 1,013 (Penning, Claus et al. 2006¢)
Methanosaeta concilii (acétate méthyle) 37 1,010 (Penning, Claus et al. 2006¢)
(Valentine, Chidthaisong et al.
Méthanogenése Methanosaeta thermophila strain CALS-1 61 1,007 2004)
acétoclaste Isolement a partir de sédiment marin et de boues 30 1,019 (Heyer, Hiibner et al. 1976)
1,030*
M. barkeri (acétate) 30 1,017** (Goevert et Conrad 2009)
1,025*
M. barkeri (acétate méthyle) 30 1,011** (Goevert et Conrad 2009)
1,035*
M. acetivorans (acétate) 37 1,025%* (Goevert et Conrad 2009)
1,024*
M. acetivorans (acétate méthyle) 37 1,014** (Goevert et Conrad 2009)

* Pour la phase de consommation du substrat comprise entre 0 et 50 %;
** Pour la phase de consommation du substrat comprise entre 50 et 80 %.

Les facteurs de fractionnement associés a la méthanogenése hydrogénotrophe sont
compris entre 1,021 et 1,071 (Conrad 2005). Le facteur de fractionnement isotopique associé¢
a un type de réaction n'est donc pas constant et peut varier en fonction de I'espéce de micro-
organisme et de parameétres tels que, la température ou la concentration en hydrogene du
milieu. Il a été montré récemment (Penning, Plugge et al. 2005) que ce dernier parametre
pouvait avoir un effet non négligeable sur le facteur de fractionnement isotopique associé a la
voie hydrogénotrophe. A des teneurs en hydrogéne importantes, les facteurs de
fractionnement mesurés sont beaucoup plus faibles (pouvant étre du méme ordre que ceux
associés a la voie acétoclaste) qu'a des teneurs en hydrogene plus faibles. En effet, il
semblerait que de faibles concentrations en hydrogene entrainent un fractionnement
1sotopique plus important entre le méthane (produit) et le dioxyde de carbone (substrat). Ce
phénomene serait lié aux propriétés de réversibilités des étapes de la méthanogenese
hydrogénotrophe. En effet, dans un environnement contenant une importante quantité¢ d'H,, la
réversibilité des réactions serait plus importante et diminuerait le fractionnement isotopique
associé (Valentine, Chidthaisong et al. 2004). L'étendue de la plage des facteurs de
fractionnement mesurés pour la voie hydrogénotrophe, pourrait ainsi s'expliquer par le fait
que les différentes expériences au cours desquelles ils ont été déterminés aient été réalisées a
des teneurs en hydrogene différentes. Ces variations masquent généralement l'effet de la
température sur les facteurs de fractionnement de la méthanogenése hydrogénotrophe. De ce
fait, seules des données issues de cultures réalisées a différentes températures et a méme
pression partielle en hydrogéne, peuvent permettre de mettre en évidence l'effet de la
température sur les facteurs de fractionnement. Une décroissance du facteur de
fractionnement isotopique de la méthanogenése hydrogénotrophe de 0,0025 unité tous les
10°C d'augmentation de la température, a été mise en évidence (Botz, Pokojski et al. 1996)
lors d'expériences réalisées sur des méthanogenes de l'ordre Methanococcales entre 35 et
85°C.

Les facteurs de fractionnement associés a la méthanogenese acétoclaste s'étendent,

quant a eux, dans une gamme plus restreinte que ceux de la voie hydrogénotrophe puisqu'ils
sont compris entre 1,007 et 1,035. Des différences de fractionnements isotopiques entre
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Methanosarcina et Methanosaeta ont été¢ mises en évidence. Les facteurs de fractionnement
isotopique engendrés par la méthanogenese acétoclaste réalisée par Methanosarcina barkeri
sont compris entre 1,021 et 1,030 (Krzycki, Kenealy et al. 1987; Zyakun, Bondar et al. 1988;
Gelwicks, Risatti et al. 1994), et ceux relatifs a Methanosarcina acetivorans sont compris
entre 1,014 et 1,035 (Goevert et Conrad 2009). Ceux associés aux membres du genre
Methanosaeta sont plus faibles puisqu'il est de 1,007 pour Methanosaeta thermophila
(Valentine, Chidthaisong et al. 2004) et de 1,010 pour Methanosaeta concilii (Penning, Claus
et al. 2006¢). 11 a été suggéré que cette différence pourrait etre due a des différences au niveau
de l'activation biochimique de I'acétate en acétyl-CoA (Valentine, Chidthaisong et al. 2004;
Penning, Claus et al. 2006c). Cependant, les données isotopiques concernant les
méthanogeénes acétoclastes sont rares. Les données pour Methanosarcina sont issues de
l'espece M. barkeri et récemment d'une seconde espece M. acetivorans (Goevert et Conrad
2009).

La comparaison des valeurs des fractionnements isotopiques associés a la
méthanogenese hydrogénotrophe (compris entre 1,021 et 1,071) avec ceux associés a la
méthanogenese acétoclaste (compris entre 1,007 et 1,035), fait apparaitre une 1égére zone de
chevauchement. Toutefois, les expériences présentant des facteurs de fractionnement
hydrogénotrophes faibles sont peu nombreuses et certaines sont réalisées sous fortes
concentrations en dihydrogene. Il est donc envisageable que le minimum de 1,021 de la zone
hydrogénotrophe puisse étre un artefact et qu'en conditions classiques (faibles concentrations
en hydrogeéne) cette limite ne se situe pas en réalité aussi bas. L'analyse des valeurs des
fractionnements isotopiques associés a la méthanogenése hydrogénotrophe et acétoclaste
issues du Tableau 18, permet ainsi de mettre en évidence que la distinction entre ces deux
métabolismes est généralement possible.

Cependant, lors de la production du méthane par méthanogenese méthylotrophe a partir
de méthanol ou de triméthylamine, des facteurs de fractionnement €levés (compris entre 1,050
et 1,094) sont observés. Il peut donc étre difficile de différentier le méthane produit par la
méthanogenese hydrogénotrophe et méthylotrophe. Ce risque reste cependant relativement
faible, car la production de méthane par méthanogenése méthylotrophe n'est significative que
dans certains environnements particuliers tels que les environnements salins par exemple
(Oremland 1988). Dans les environnements d'eau douce, il n'a pas été¢ mis en évidence que les
méthylotrophes puissent jouer un réle majeur (Lovley et Klug 1983; Conrad et Claus 2005).

2.4.2.2. Inoculum complexe

Des études réalisées sur différents inocula complexes provenant d'environnements
méthanogeénes, permettent de déterminer les facteurs de fractionnements associés aux
différentes voies métaboliques. Dans ces études, la détermination des facteurs de
fractionnements se fait par :

¢ Inhibition de I'une des voies métaboliques

Grace a l'utilisation d'inhibiteurs spécifiques comme le CH3F, il est possible
d'inhiber spécifiquement la méthanogenése acétoclaste (Frenzel et Bosse 1996;
Janssen et Frenzel 1997; Conrad et Klose 1999). Cependant l'utilisation d'un tel
composé est relativement complexe car, au dela d'un certain seuil, la
méthanogenese hydrogénotrophe commence également a étre inhibée (Conrad et
Klose 1999).
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e Stimulation de I'une des voies métaboliques

La stimulation de la voie métabolique étudiée est obtenue avec 1’apport du substrat
utilisé par la voie visée. Cependant, cette méthode ne garantit pas que seule la voie
métabolique a étudier soit utilisée, ce qui pourrait biaiser la détermination du
facteur de fractionnement (Conrad 2005).

e Identification des archées présentes (analyse microbiologique)

L'identification des micro-organismes présents et actifs pendant la production de
méthane, peut permettre de déterminer la nature du métabolisme méthanogene se
produisant. Toutefois, cette approche n'est pas applicable a certains micro-
organismes comme les membres de la famille Methanosarcinaceae qui sont
capables d'utiliser plusieurs voies métaboliques pour la production de méthane
(Ferry 1993).

e Calcul
L'approche calculatoire procede par comparaison avec des résultats expérimentaux
obtenus lors d'expériences réalisées précédemment, ou avec inhibiteurs ou

éléments marqués pour connaitre I'importance relative de chacune des voies.

Le Tableau 19 donne un apercu des différentes valeurs déterminées pour chacune des

voies par des inocula complexes.

Tableau 19 : Facteurs de fractionnement déterminés pour différents inocula.

Environnement a acétoclaste Référence Méthode
Sédiments (lac Dagow, Allemagne) 1,013 (Penning, Claus et al. 2006¢) microbiologie
Sédiments (Baie, Caroline du nord) 1,032-1,036 (Blair et Carter Jr 1992) calcul

Environnement o hydrogénotrophe Référence
(Chidthaisong, Chin et al. stimulation

Sol et racines (riziére, Californie) 1,050-1,057 2002)
Sol (riziére, Italie) 1,073 (Fey, Claus et al. 2004)  stimulation
Sol (riziére, Italie) 1,070 (Conrad, Klose et al. 2002) calcul
Sol (riziére, Texas) 1,060 (Tyler, Bilek et al. 1997) calcul
(Avery Jr, Shannon et al. calcul

Marais (tourbiere, Buck Hollow, Michigan) 1,069 1999)
(Lansdown, Quay et al. calcul

Marais (Kings lake) 1,073 1992)
Sol (riziére, Italie) 1,043-1,072 (Penning et Conrad 2007) inhibition
Sol (riziére, Italie) 1,060-1,070 (Conrad 2005)  stimulation
Sol (riziére, Italie) 1,072 (Conrad 2005) inhibition
Sédiments (lac Dagow, Allemagne) 1,060-1,070 (Conrad 2005)  stimulation
Sédiments (lac Dagow, Allemagne) 1,088-1,094 (Conrad 2005) inhibition
Sédiments (lac Kinneret, Isra&l) 1,055-1,065 (Conrad 2005)  stimulation
Sédiments (lac PluBlsee, Allemagne) 1,085-1,090 (Conrad 2005) stimulation

Les valeurs obtenues (Tableau 19) permettent de valider l'intérét de l'utilisation de
l'approche isotopique pour 1'étude des environnements méthanogenes puisque que les facteurs

\

de fractionnement isotopique associés au métabolisme acétoclaste (1,013 a 1,036) et
hydrogénotrophe (1,043 a 1,094) sont différents.

-96 -



Chapitre 2 : Synthése bibliographique

2.4.3. Etude des environnements naturels '""'méthanogenes"

La détermination de la composition isotopique du méthane produit dans différents
environnements méthanogenes au sein desquels a lieu la digestion anaérobie de la maticre
organique a permis d'identifier les voies métaboliques mises en jeu au sein de ces différents
écosystemes. La Figure 38 représente schématiquement les flux de carbone pendant ce
processus. Lorsque des mesures de composition isotopique sont réalisées dans le biogaz
produit dans un environnement méthanogéne complexe, les valeurs obtenues correspondent a
la moyenne pondérée des compositions isotopiques associées a chacune des voies
métaboliques utilisées.
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Figure 38 : Représentation schématique de I'approche isotopique permettant de déterminer la
contribution des différentes voies métaboliques dans la production de méthane.

Il est possible de remonter aux contributions relatives du méthane produit par voie
acétoclaste et hydrogénotrophe (si ce sont les seuls mécanismes intervenants) a partir des
mesures des signatures isotopiques du méthane, du dioxyde de carbone et du groupement
méthyle de 'acétate, ainsi que des facteurs de fractionnements acétoclaste et hydrogénotrophe
associés a l'environnement étudié, dans les conditions étudiées. Cette approche, ainsi que ses
limites, sont présentées de facon détaillée dans une publication récente (Conrad 2005).

La contribution du méthane produit par méthanogenese hydrogénotrophe peut étre
déterminée en utilisant I'équation suivante :
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f‘hydmgénotmphe = (5CH 4 - 5CH 4—acétoclaste ) / (5CH 4—acetoclaste - 5CH 4—hydrogénotrophe )

Equation 6

fhydrogenotrophe €St 1a fraction de méthane produit par méthanogenése hydrogénotrophe ;

OCH,, la composition isotopique du méthane totale ;

OcH4-acétoclaste €6 OCHA-hydrogénotrophe SONT l€s compositions isotopiques du méthane provenant respectivement de
l'acétate et du H,/CO,. Il est possible de déterminer ces valeurs en connaissant la composition isotopique
du substrat et le facteur de fractionnement associé a la réaction a I'aide de I'Equation 4.

Cependant, les données nécessaires a la réalisation de ces calculs ne sont que
parcellaires pour la majorit¢ des environnements méthanogenes. Ainsi, par exemple, les
données expérimentales, particulierement celles concernant le groupement méthyle de
l'acétate, sont rares. Pourtant, 'utilisation des mesures de composition isotopique de l'acétate
total (moyenne des deux atomes de carbone) n'est pas aussi pertinente que celle du
groupement méthyle, car c'est ce dernier qui est transformé en méthane et que le 5"°C du
groupe carboxyle de l'acétate et celui de son groupement méthyle peuvent étre différents de
plus de 14 %o (Blair et Carter Jr 1992; Sugimoto et Wada 1993). En ce qui concerne les
facteurs de fractionnement associés a un type de méthanogenése particulier, les valeurs
mesurées sur des échantillons de I'environnement restent dans la gamme de celles déterminées
sur cultures pures mais sont peu nombreuses (particulierement pour la voie acétoclaste) (cf.
paragraphe précédent).

Toutefois, sans aller jusqu'a la quantification de la part relative de chacune des voies
métaboliques de la méthanogenese, il est possible d'utiliser les mesures de composition
isotopiques pour identifier les voies métaboliques dominantes. Cette approche, déja utilisée
dans plusieurs études, permet de déterminer le métabolisme dominant ainsi que de suivre de
facon semi quantitative 1'évolution de sa contribution au cours du temps (Sugimoto et Wada
1993; Conrad, Klose et al. 2002; Nusslein, Eckert et al. 2003; Fey, Claus et al. 2004; Chan,
Claus et al. 2005). Cependant, lors de la production de méthane non spécifique (mélange de
métabolismes), les valeurs peuvent s'étendre sur une gamme relativement large et, en fonction
des parametres de l'expérience ou des zones de prélevements, osciller entre les gammes
acétoclaste et hydrogénotrophe. Par exemple, une étude sur des sols de marais donne des
compositions isotopiques du méthane comprises entre -46 %o a -79 %o soit des facteurs de
fractionnement apparent compris entre 1,028 et 1,075 (cf. Equation 16) ce qui signifie que le
métabolisme de production du méthane passe d'acétoclaste a hydrogénotrophe (Hornibrook,
Longstaffe et al. 2000). Aussi, lorsque les valeurs recouvrent les deux zones métaboliques de
production du méthane (acétoclaste et hydrogénotrophe), l'interprétation des données devient
alors cruciale pour identifier les évolutions métaboliques.

L'approche isotopique a également été utilisée pour étudier l'influence de certains
parametres sur la mise en place des voies métaboliques dans différentes études associces a des
thématiques diverses. L'effet de la profondeur dans certains milieux anaérobies, a été étudi€ a
l'aide des signatures isotopiques qui ont permis de révéler des modifications de métabolisme
en fonction de la profondeur et/ou du pH (Kotsyurbenko, Chin et al. 2004; Koschorreck,
Wendt-Potthoff et al. 2008). L'effet de la température sur les voies métaboliques
méthanogenes, a également été étudi€ grace aux mesures de composition isotopique dans des
incubations de sol de rizicre. Cette étude réalisée en 2003 a mis en évidence une modification
des voies métaboliques entre 10-37°C (majoritairement acétoclaste) et 50°C (majoritairement
hydrogénotrophe) grace aux mesures de composition isotopique (Fey, Claus et al. 2004). Ce
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résultat est confirmé dans une étude récente, ou pour des températures inférieures a 40°C, le
méthane est produit par un mélange de métabolismes (acétoclaste et hydrogénotrophe) alors
que lorsque la température est supérieure a 40°C, le métabolisme est exclusivement
hydrogénotrophe (Conrad, Klose et a/. 2009).

L'approche isotopique est un outil permettant d'étudier les modifications des voies
métaboliques de la méthanogenese utilisées lors de la production du méthane. Elle permet
notamment de mettre en évidence des modifications de métabolisme induites par des
changements de parameétres environnementaux dans les environnements anaérobies naturels,
approche qui devrait étre extrapolable a 1'étude de la digestion anaérobie des déchets.

2.4.4. Etude de la méthanogenese dans les procédés de traitement des déchets

A ce jour, l'utilisation de la biogéochimie des isotopes stables pour I'é¢tude de la
digestion anaérobie, reste une potentialité trés faiblement exploitée. En effet, alors que les
nombreuses études réalisées ces dernicres années sur les environnements méthanogeénes
naturels ont montré tout l'intérét de ces approches, elles n'ont pas encore été réellement
utilisées pour I'é¢tude des systeémes anaérobies artificiels que sont les ISD et les méthaniseurs
de déchets industriels. Les rares applications a ces installations sont présentées ci-dessous.

2.44.1. Mesure de la composition isotopique des effluents d'ISD

Des mesures de la composition isotopique du carbone dans le biogaz produit lors de la
dégradation des déchets en ISD, ont été réalisées relativement rapidement apres 1'émergence
des techniques couplant spectrométrie de masse isotopique et chromatographie en phase
gazeuse (Games et Hayes 1977). Par la suite, d'autres auteurs (Liu, Hackley et al. 1992;
Coleman, Liu et al. 1993; Nozhevnikova, Lifshitz et al. 1993; Bergamaschi, Schupp et al.
1994; Bergamaschi et Harris 1995; Hackley, Liu et al. 1996; Bergamaschi, Lubina et al.
1998) ont également réalisé¢ des mesures sur des échantillons comparables. Ces mesures ont
permis de délimiter une gamme de valeurs de la composition isotopique du méthane et du
dioxyde de carbone produit dans les installations de stockage de déchets.

2.4.4.1.1. Méthane

Les compositions isotopiques du méthane mesurées dans les biogaz prélevés sur
plusieurs ISD, sont comprises entre -42 %o et -61 %o (Liu, Hackley et al. 1992; Coleman, Liu
et al. 1993; Hackley, Liu et al. 1996). Ces valeurs isotopiques sont similaires a celles
mesurées dans les environnements d'eaux douces peu profondes (Whiticar, Faber et al. 1986)
mais sont bien distinctes de celles des autres sources de production comme le méthane
d'origine thermogénique (Coleman, Liu et al. 1993).

2.4.4.1.2. Dioxyde de carbone

En ce qui concerne le dioxyde de carbone, celui provenant du biogaz des ISD présente
¢galement une signature distincte de celui provenant d'autres sources. En effet, une fois que la
méthanogenese s'est mise en place, la composition isotopique du dioxyde de carbone
provenant de 1'ISD va étre fortement enrichie. Les compositions isotopiques du dioxyde de
carbone mesurées dans les biogaz prélevés sur plusieurs ISD sont comprises entre -7 %o et
+ 20 %o, avec une majorité¢ comprises entre +1 %o et +20 %o (Games et Hayes 1977;
Baedecker et Back 1979; Hackley, Liu et al. 1996). Les valeurs les plus faibles semblent
pouvoir s'expliquer par la mise en place d’une réaction d'oxydation du méthane, ou sont liées
a 1'état de maturité du massif de déchets.
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2.4.4.1.3. Carbone inorganique

Quelques mesures de la composition isotopique du carbone inorganique dans les
lixiviats ont également été réalisées sur des lixiviats d'ISD. Ces valeurs sont comprises entre
-5,1 %o pour les parties ou casiers les plus récents et +15 a +22 %o pour les parties plus
anciennes (Hackley, Liu et al. 1996). Les autres mesures réalisées sont cohérentes avec ces
résultats (van Breukelen, Roling et al. 2003; Mohammadzadeh, Clark et al. 2005; North, Frew
et al. 2006).

Les principaux résultats découlant directement de ces analyses semblent indiquer qu'il
devrait étre possible de mettre en évidence, grace aux approches isotopiques, des
contaminations de l'environnement en provenance des ISD. En effet, les composants
principaux du biogaz, générés lors de la digestion anaérobie des déchets (CH4 et CO»), ont des
compositions isotopiques relativement distinctes de celles du méthane et du dioxyde de
carbone produits dans les sols et les sédiments, par exemple (Hackley, Liu et al. 1996).

2.44.14. Carbone organique

Des mesures de la composition isotopique du carbone organique dissous, de 'acétate et
du propionate dans les lixiviats ont été réalisées sur des lixiviats d'ISD. Ces valeurs sont
comprises entre -16,9 %o et -10,7 %o pour le carbone organique, entre -28,8 %o et -17,5 %o
pour l'acétate et entre -20,6 %o et -19,3 %o pour le propionate (Mohammadzadeh, Clark et al.
2005).

2.44.2. Identification des voies métaboliques lors de la digestion anaérobie

Rares sont les études qui ne font plus qu'évoquer simplement les possibilités d'identifier
le métabolisme utilisé lors de la formation du méthane au sein des procédés anaérobies de
traitement des déchets.

2.44.2.1. Meétabolisme de la méthanogenese

Waldron et al. ont utilisé¢ un inoculum provenant de déchets 4gés de 6 semaines d'ISD
lors d'expériences centrées sur les mesures de composition isotopique du carbone du méthane,
du dioxyde de carbone et de 'acétate, dans le but d'identifier le métabolisme responsable de la
formation de méthane a partir de butyrate (Waldron, Watson-Craik et al. 1998). La
composition isotopique du méthane produit est d'abord (jours 22 a 58) caractéristique d'une
production par méthanogenese hydrogénotrophe, puis le métabolisme semble se modifier
(jours 78 & 85) car le 3”C devient caractéristique de la méthanogenése acétoclaste.
L'utilisation des mesures de la composition isotopique du biogaz d'ISDND a également été
testée comme parametre, en vue de la modélisation des processus de formation du méthane
des 1996 (Bogner, Sweeney et al. 1996). Ces travaux ont mené a la conclusion que,
l'utilisation des mesures de composition isotopique pouvait étre utile pour déterminer les
contributions relatives des différents processus (méthanogenese acétoclaste, méthanogenese
hydrogénotrophe, oxydation directe de la matiere organique en CO, et oxydation du
méthane).

Plus récemment des travaux préliminaires a ceux présentés dans ce manuscrit, réalisés
par Xian Qu au Cemagref d'Antony, ont permis d'investiguer les potentialités de la mesure de
la composition isotopique du biogaz lors de la digestion anaérobie de différents types de
déchets ménagers. Les premiers résultats obtenus sur la succession des métabolismes pendant
la dégradation de déchets lors d'incubations en condition saturée a température mésophile, ont
permis de mettre en évidence 1'intérét de 'approche isotopique.
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En effet, en conditions mésophiles, il a été mis en évidence que pendant la dégradation
de déchets ménagers reconstitués, la signature isotopique du méthane (3'°C CHj) diminue
initialement jusqu'a -69,5 %o, suggérant que le méthane est alors produit a partir du dioxyde
de carbone et de I'hydrogéne. Quand la production active de méthane commence, le 3"°C du
CH4 augmente jusqu'a -23,8 %o, ce qui indique que le méthane est alors produit par
méthanogenése acétoclaste. Enfin, le 8"°C du CH, décroit et reste autour de -55 %o, indiquant
que la part de méthanogenése acétoclaste diminue finalement a un niveau similaire a celui de
la voie hydrogénotrophe (pendant la phase finale de production lente de méthane) (Qu,
Mazéas et al. 2008). Certains de ces résultats ont été utilisés pour la modélisation de la
digestion anaérobie (Qu, Mazéas et al. 2008; Vavilin, Qu et al. 2008; Qu, Vavilin et al. 2009).

Enfin, trés récemment, Keppler et al. ont comparé les performances d'une technique de
mesure optique et de la technique de mesure par GC-IRMS de la composition isotopique du
méthane, en vue d'application a l'acquisition de données en continue sur digesteur anaérobie
(Keppler, Laukenmann et a/. 2010).

2.44.2.2. Oxydation du méthane

Si les travaux de recherches utilisant les isotopes stables pour 1'étude des réactions de
méthanogenese lors de la dégradation de déchets restent trés peu nombreux, ce n'est pas le cas
de 1'étude des phénomenes d'oxydation du méthane (généralement observés en couverture
d'ISD). En effet, 'approche isotopique a, dans ce domaine, été tres utilisée et l'est encore
aujourd'’hui (Bogner, Sweeney et al. 1996; Liptay, Chanton et al. 1998; Chanton, Rutkowski
et al. 1999; Chanton et Liptay 2000; Nozhevnikova, Glagolev et al. 2003; Van Breukelen et
Griffioen 2004; Borjesson, Samuelsson et al. 2007; Chanton, Powelson et al. 2008; Chanton,
Powelson et al. 2008; Mahieu, De Visscher et al. 2008; Cabral, Capanema et al. 2010).
L'enrichissement isotopique (gcps4) généralement observé lors de l'oxydation (aérobie) du
méthane est compris entre 5 et 31 pour mille (Whiticar 1999). La mesure de la composition
isotopique des émissions diffuses de méthane a la surface de la couverture, peut permettre
ainsi de quantifier I'importance du phénomene d'oxydation. Un des objectifs est I'estimation
des flux de méthane émis dans 1'atmosphére et donc des émissions de GES des ISDND.

2.4.5. Points spécifiques : utilisation de substrats marqués

Comme nous venons de le voir, 1'étude de I'évolution de la composition isotopique du
carbone pendant la digestion anaérobie, particuliecrement pendant I'étape de méthanogenese,
permet d'aller plus loin dans I'identification et la compréhension des réactions qui conduisent
a la production de méthane. Toutefois, dans certains cas, il peut s'avérer nécessaire d'utiliser la
technique du marquage isotopique pour vérifier certaines hypotheses et lever certaines
incertitudes du fait d'interprétations complexes des données naturelles.

Cette technique consiste a utiliser des substrats marqués par enrichissement en carbone
13. 11 est alors possible d'identifier la voie de dégradation du composé étudié en mettant en
évidence la présence d'intermédiaires réactionnels, eux-mémes marqués, spécifiques de telle
ou telle voie. Il est également possible d'utiliser un substrat enrichi de maniere distincte sur
certains de ses atomes de carbones. Cette méthode permet d'identifier précisément la voie
métabolique et les groupements fonctionnels utilisés lors des réactions étudi€es. Le choix des
fonctions enrichies de la molécule doit se faire en fonction des connaissances des réactions de
dégradation et pour répondre a une ou plusieurs questions relativement spécifiques. Par
exemple, l'utilisation d'acétate enrichi uniquement sur le groupement méthyle peut se révéler
tres utile dans le cadre de 1'étude des voies réactionnelles de la méthanogenese (Shigematsu,
Tang et al. 2004). En effet, comme présenté précédemment, lors de la méthanogenese
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acétoclaste, I'atome de carbone du méthane correspond a celui du groupement méthyle de
l'acétate.

*CH,COOH — *CH , + CO,
Equation 7

En utilisant de l'acétate uniquement marqué sur le groupement méthyle, il est donc
possible de vérifier que le méthane est bien produit par voie acétoclaste, car dans ce cas le
méthane doit étre enrichi a 100 %. Il est également possible de mettre en évidence
I'occurrence de réaction telle que 'oxydation syntrophique de 'acétate.

Couplée a des méthodes de microbiologie, cette technique peut également permettre
d'identifier les micro-organismes actifs lors de la dégradation du substrat enrichi, car ces
derniers vont assimiler une partie du substrat et leurs constituants cellulaires vont, de ce fait,
se retrouver eux méme enrichis. Deux techniques peuvent étre citées :

e La technique "stable isotope probing" (SIP) qui permet, en séparant les acides
nucléiques de composition isotopique naturelle de ceux présentant un
enrichissement isotopique en carbone 13 par ultracentrifugation, de pré-
identifier les micro-organismes responsables (Radajewski, Ineson et al. 2000).

e La technique SIMSISH développée dans le cadre de la these de Tianlun Li au
Cemagref d'Antony (Li, Wu et al. 2008), qui permet de visualiser
simultanément I'identité et la fonction des micro-organismes au sein d'un
écosysteme complexe, grace a une analyse par spectrométrie de masse d'ions
secondaires (NanoSIMS).

3. Problématique

Comme nous venons de le voir au cours de la présentation de cette synthese
bibliographique, la digestion anaérobie de la matiére organique est un processus complexe
faisant intervenir en cascade, différentes réactions et populations de micro-organismes.
L'élucidation des voies métaboliques empruntées lors de la méthanogenése qui est la dernicre
étape de ce processus s'avere €tre tout particulierement délicate. En effet, alors que la
production de méthane peut étre réalisée essentiellement via deux voies métaboliques
différentes (méthanogenese acétoclaste et hydrogénotrophe) en fonction du substrat utilisé, le
fait que des réactions (homoacétogenese et oxydation de l'acétate) puissent se produire entre
les substrats respectifs de ces métabolismes entraine une complexification des voies
métaboliques pouvant étre réellement utilisées.

11 apparait ainsi important d'étudier l'effet de certains parametres environnementaux sur
l'orientation des voies métaboliques méthanogenes utilisées lors de la production du méthane.
En effet, certains phénomenes d'inhibition ou d'instabilité des processus de digestion
anadrobie pourraient étre dus a des changements métaboliques induits par des modifications
de ces parametres. La compréhension du déterminisme des effets de certains parametres
d'ordre opérationnel pourrait permettre d'expliquer voire de proposer des solutions techniques
permettant d'apporter des solutions a ces problémes récurrents rencontrés dans les
installations de traitement de déchets.
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L'utilisation de l'approche isotopique naturelle reposant sur la mesure des compositions
isotopiques du méthane et du dioxyde de carbone dont les potentialités pour 1'identification
des voies métaboliques mises en jeu dans les environnements méthanogeénes naturels (rizieres,
tourbieres, sédiments ...) sont déja bien établies semble tout a fait adaptée aux objectifs de ce
travail. Ainsi, l'utilisation d'une telle approche encore peu appliquée a 1'étude des procédés de
traitements de déchets anaérobies devrait permettre d'obtenir des informations plus précises
sur les réactions y intervenant en fonction des parametres opérationnels utilisés. Toutefois,
avant d'utiliser cette approche, il semble nécessaire de valider le fait qu'elle soit applicable a
I'étude des métabolismes méthanogénes au sein des systémes industriels de traitement de
déchets car ses fondements reposent a l'heure actuelle sur la détermination des
fractionnements isotopiques mesures a partir de cultures pures de méthanogenes ou d'inocula
issus d'environnements méthanogenes naturels.

Ainsi dans la premicre partie de ce travail il est apparu important de déterminer les
facteurs de fractionnement associés a chacune des deux grandes voies métaboliques de la
méthanogenese (acétoclaste et hydrogénotrophe) pour plusieurs inocula provenant de
systemes industriels de traitements de déchets non dangereux car de telles données sont
absentes de la littérature. Cette premiere étape de validation indispensable, permettra ensuite
d'utiliser 1'approche isotopique pour 1'étude de 1'effet de certains parametres opérationnels tels
que la température et la concentration en azote ammoniacal qui sont apparus au cours de
1'étude bibliographique comme étant deux des principaux parametres ayant une influence sur
le bon déroulement du processus de méthanisation des déchets non dangereux. Cependant, les
effets de ces parameétres sont encore assez mal connus. L’approche isotopique devrait se
révéler un outil particulierement intéressant dans le cadre de cette problématique puisqu'elle
permettra d’étudier les effets de ces parametres sur les voies métaboliques utilisées lors de la
méthanogenese.
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Chapitre

Matériel et méthodes

Dans le cadre des travaux présentés dans ce manuscrit, un grand nombre d'expériences
ont été réalisées a différentes échelles. Les dispositifs expérimentaux utilisés (microcosme et
mésocosme) permettent de réaliser une multitude de combinaisons en faisant varier certains
parametres expérimentaux comme le substrat ou la température par exemple. Afin de
simplifier la présentation des matériels et méthodes utilisés, les trois premicres parties de ce
chapitre présentent les différents substrats, inocula et milieux d'incubation utilisés. Dans la
quatrieme et cinquieme partie, les deux dispositifs expérimentaux (microcosme et
mésocosme) sont présentés en détails avec les modes opératoires qui leurs sont associés.
Enfin, la sixieme et derni¢re partiec de ce chapitre présente l'ensemble des méthodes
analytiques et calculatoires utilisées.

1. Les substrats de dégradations

En fonction des modalités a tester dans le cadre de telle ou telle expérimentation, deux
grands types de substrats ont été utilisés : les substrats "purs" et les déchets reconstitués.

1.1. Substrats purs

Deux types de substrats "purs" ont été utilisés pour étudier les deux voies métaboliques
principales de la réaction de méthanogenese (acétoclaste et hydrogénotrophe). L'acétate,
substrat de la méthanogenese acétoclaste et I'hydrogene, substrat (avec le dioxyde de carbone)
de la méthanogenese hydrogénotrophe.

1.1.1. Acétate

1.1.1.1. Acétate naturel
L'acétate utilisé est de 1'acide acétique glacial (Sigma-Aldrich > 99 %)).

1.1.1.2. Acétate enrichi

Dans le cadre d'expérimentations spécifiques, de l'acétate enrichi en carbone 13 a
quelquefois été employé. Différents types d'acétates enrichis ont été utilisés en fonction des
besoins :

e Acide acétique glacial enrichi sur le groupement méthyle (Cambridge Isotope

Laboratories, 2-13C, > 99 %)
e Acétate de sodium enrichi sur les deux atomes de carbone (Cambridge Isotope
Laboratories, 1,2-"*C, > 99 %).
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1.1.2. Hydrogéne

Deux mélanges gazeux contenant de I'hydrogene ont été utilisés comme substrats de
réaction dans le ciel gazeux d'incubations :
e Le premier mélange est un mélange gazeux composé pour 80 % d'H, et pour 20 %
de CO; mis a disposition par le Génoscope d'Evry.
e Le second mélange est un mélange gazeux composé pour 5 % d'H; et pour 95 %
de Nz.

1.2. Déchets reconstitués

Il a été décidé de travailler avec des déchets reconstitués car I’utilisation de déchets
réels, en raison de leur hétérogénéité n'aurait pas permis, a I'échelle des dispositifs
expérimentaux, de fournir des résultats reproductibles et interprétables. En effet, I'objectif de
ces travaux étant de réaliser des études comparatives sur I’effet de différents parametres, il
était indispensable d'utiliser une matrice homogene ayant les mémes caractéristiques (teneur
en C, teneur en N, granulométrie,...) et représentative des OM frangaises ou bien des
biodéchets.

1.2.1. Déchet reconstitué (type OM)

Le déchet reconstitué utilisé dans les expériences est un déchet reconstitué a partir des
données moyennes nationales de 1'Ademe (Ademe 1999) pour les OM, ces données étant
déterminées selon la procédure MODECOM™ (Chapitre 1, § 1.4 La composition des OM et
son évolution). Les résultats issus de cette caractérisation par la méthode MODECOM™ ont
été adaptés afin d'étre utilisables a 1'échelle du laboratoire.

1.2.1.1. Description

Les 13 catégories de la méthode MODECOM™ restent inchangées. Par contre, les 33
sous-catégories ont été simplifiées afin d'en diminuer le nombre a 25 :

e Certaines des sous-catégories ont été regroupées en une seule.
(Exemple : Autres papiers et Emballages papiers sont réunis dans une sous-
catégorie Autres papiers).

e Afin de mieux représenter certaines catégories qui n'étaient pas décrites en
sous-catégories, des sous-catégories ont €té ajoutées.
(cf. catégories Putrescibles et Cartons).

e Enfin, la catégorie déchets spéciaux reste a titre indicatif dans la composition
mais n'a pas été introduite dans nos expériences.

Ces modifications sont visibles dans le Tableau 20.

Des ¢éléments précis ont ensuite €té choisis pour représenter chacune des sous-
catégories. Ce choix a été réalisé a partir de la description des catégories dans la méthode
MODECOM™ et en tenant compte de nos contraintes en termes d'homogénéité et de
reproductibilité. La liste des éléments constitutifs ayant ét¢ sélectionnés pour représenter les
sous-catégories, est décrite dans le Tableau 20 et les références exactes des produits sont
données en Annexe 2.
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Composition du déchet reconstitué.

Tableau 20
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1.2.1.2. Protocole de préparation

La premiere étape de la préparation du déchet reconstitué consiste a réunir I'ensemble
des éléments choisis pour représenter chacune des sous-catégories. Ensuite, une étape de
préparation est souvent nécessaire avant l'étape de broyage. Cette étape consiste généralement
a retirer les impuretés (agrafes, colle, ...). Le broyage est réalis¢ a l'aide d'un broyeur-
destructeur a cisailles rotatives (broyeur Blick BB230, 3 kW, 38 couteaux de 8 mm
d'épaisseur) (Figure 39). Jusqu'a trois passages de la fraction peuvent étre nécessaires afin
d'obtenir la granulométrie désirée (¥>1 cm). Aucune des fractions putrescibles ne nécessite
d'étape de broyage mais, certaines nécessitent une étape de cuisson qui est généralement
réalisée immédiatement avant leur utilisation. Les modalités de préparation sont listées dans le
Tableau 21.

Tableau 21 : Modalités de préparation des fractions du déchet reconstitué.

Eléments Préparation Broyage
Biscotte %) (%)
Steaks hachés (boeuf 15 % de MG) Cuisson g
Marc de café Cuisson %)
Riz cuit Cuisson (%)
Pommes de terre cuites Cuisson (%)
Foin a g
Journaux Retirer les agrafes QOui (3 fois)
Magazines Retirer les agrafes QOui (3 fois)
Papiers de bureau Retirer les agrafes QOui (3 fois)
Retirer les agrafes, les
Cartons plats divers parties avec de la colle et les | Oui (3 fois)
étiquettes
Retirer les agrafes, les
Cartons ondulés parties avec de la colle, le Oui (3 fois)

scotch et les étiquettes
Retirer le bouchon et nettoyer

Emballages de liquide alimentaire lintéri . Oui (3 fois)
intérieur de la brique
Draps en coton 1% Oui (3 fois)
Couches g Oui (3 fois)
Sacs poubelle g Oui (1 fois)
Retirer le bouchon, I'anneau,
Bouteilles d'eau I'étiquette et les parties avec | Oui (3 fois)
de la colle
Bassines en PP Retirer les étiquettes Oui (3 fois)
Drains en PVC Nettoyer a I'eau Oui (3 fois)
Polystyréne %) Oui (1 fois)
Ecorces de jardinage g Oui (1 fois)
Billes en verre g %)
Clous %) %)
Feuilles d'aluminium cNaertF(;?]S SIS Nl C) Oui (1 fois)
Fils de cuivre %) %)
Graviers Nettoyer a I'eau et tamiser a @

deux millimétres
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Sécurité électrique

Trappe d'acces aux (sur le coté)

couteaux du broyeur

Porte d'acces au
dessous du broyeur

Bouton d'arrét d'urgence

Figure 39 : Broyeur-destructeur a cisailles rotatives.
(broyeur Blick BB230, 3 kW, 38 couteaux de 8 mm d'épaisseur).

Au terme de la préparation, chaque catégorie de déchets est collectée sous une forme
propre broyée (¥>1cm) ou cuite. Les masses de chaque catégorie de déchets a introduire dans
le dispositif d'incubation sont calculées a partir des données de I'Ademe (Ademe 1999), en %
de la masse humide et en fonction de la masse totale de déchets a reconstituer (Tableau 20).

1.2.2. Biodéchet reconstitué

Pour les besoins d'expériences spécifiques, un biodéchet a également été reconstitué.
Aucune donnée nationale n'ayant pu étre trouvée en ce qui concerne la composition type d'un
biodéchet, ce dernier a été reconstitué pour se situer dans la gamme des données issues de
I'étude bibliographique réalisée (Chapitre 1, § 1.5 Caractérisation des OM et des biodéchets).
Les mémes fractions de putrescibles que celles utilisées dans 'OM reconstituée (Chapitre 3, §
1.2.1.1 Description) sont utilisées dans la composition du biodéchet. Afin d'obtenir un ratio
C/N correspondant aux résultats de 1'étude bibliographique (entre 14,8 et 36,4) soit 24,22, les
proportions de chaque catégorie ont été ajustées. La composition finale du biodéchet est
donnée dans le Tableau 22.

Afin de simuler une fraction des biodéchets correspondant aux déchets verts, une
fraction supplémentaire a également été créée et caractérisée suite a 1'étude bibliographique
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réalisée (Chapitre 1, § 1.5 Caractérisation des OM et des biodéchets). Afin d'obtenir un ratio
C/N correspondant aux résultats de 1'étude bibliographique (entre 7 et 14,9) soit 8,23, de
I'herbe de jardin a été sélectionnée pour en étre 1'élément constitutif. Cette fraction est
également présentée dans le Tableau 22.

Tableau 22 : Composition du biodéchet reconstitué.

Constituants Pourcentage MV MS C/N
Biscottes 26,60 % 92,04 % 94,20 % 25,60
Steaks hachés cuits 493 % 36,91 % 38,13 % 6,21
. . Marc de café 7,88 % 48,92 % 50,20 % 17,99
Biodéchet . ]
Riz cuit 14,78 % 28,18 % 31,04 % 34,42
Patates cuites 43,33 % 16,26 % 17,46 % 23,10
Journaux 1,50 % 90,44 % 94,12 % 67,96
Total biodéchet 100 % 24,22
Constituants Pourcentage MV MS C/N
Déchet vert Herbes coupées 100,00 % 25,25 % 30,11 % 8,23

2. Les consortia microbiens dit inocula

Afin d'apporter un consortium microbien contenant les micro-organismes nécessaires
aux processus de digestion anaérobie, des inocula sont ajoutés. Le but est d'obtenir la mise en
place rapide de la digestion anaérobie. Différents inocula ont été utilisés afin de tester 1'effet
de la nature de ces derniers sur les voies métaboliques de la méthanogenese.

Des variations temporelles de qualité des lixiviats et des boues servant a la préparation
des inocula pouvant exister, chaque série d'expériences est, sauf indication contraire, réalisée
avec des inocula provenant du méme prélévement.

2.1. Lixiviats d'ISDND

Pour préparer les inocula, plusieurs prélévements de lixiviat de I'ISDND de Vert-le-
Grand (91) ont été réalisés par le puits (412 BL) d'un casier en méthanogenese stable. Je
remercie la société CEL de m'avoir permis de prélever a plusieurs reprises, des lixiviats sur
leur site.

Figure 40 : Photographies du prélévement de lixiviats et d'un inoculum.
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Les inocula ont été préparés par centrifugations successives de lixiviats d’ISDND. Le
lixiviat est centrifugé (SIGMA 4K35, rotor 12256-H, 1313 rcf, 4°C, pendant 15 min), le
surnageant est vidé, puis le méme tube est de nouveau rempli avec du lixiviat puis centrifugé
de nouveau. Cette méthode est employée jusqu'a l'obtention de culots correspondant au
volume de lixiviat désiré. Les différents culots ainsi préparés sont ensuite réunis dans un
volume précis de surnageant. L'inoculum homogene ainsi obtenu est ensuite aliquoté dans des
tubes Falcon de 15 mL. Ces tubes sont centrifugés puis vidés de leur surnageant et conservés
a -80°C jusqu'a utilisation. Les tubes ainsi obtenus contiennent des culots semblables
correspondant a la quantité de lixiviat désirée.

2.2. Boues digérées de station d'épuration

Les boues utilisées sont celles de la station d'épuration d'Evry (91) qui ont été prélevées
en sortie du digesteur de boues. Ce digesteur fonctionne en conditions mésophiles (37°C). A
ce jour, les boues ont été utilisées, sans préparation ni conservation préalable, a la fois comme
inoculum et substrat de dégradation ou bien apres centrifugation dans des tubes Falcon de 50
mL vidés de leur surnageant puis congelés a -80°C. Je remercie la SEE (société des Eaux de
I’Essonne) exploitant de la station d'épuration d'Evry, de m'avoir permis de prélever a
plusieurs reprises des boues digérées de STEP.

2.3. Boues de méthaniseur d'OM thermophiles

Du digestat d'OM a été collecté (bidon en plastique) dans un méthaniseur d'OM
fonctionnant en conditions thermophiles. Le digestat contenant de nombreux résidus d'OM de
taille importante et non digérés, il a fallu les éliminer tout en limitant au maximum
l'exposition du digestat a 1'air afin de préserver les micro-organismes anadrobies stricts. La
viscosité initiale du digestat ne permettait ni de le filtrer, ni de le tamiser directement. Le
protocole suivant a donc ét¢é retenu. Dans un premier temps, le digestat a été lavé a l'eau, et le
mélange obtenu a été filtré pour éliminer les imputrescibles ou les gros résidus d'OM
résiduels. Le liquide obtenu a ensuite été mis a incuber a 55°C pour stabiliser les populations
de micro-organismes. Le mélange a 55°C a été centrifugé par fraction de 50 mL, dans des
tubes Falcon de 50 mL. Une fois vidés de leur surnageant, ces tubes sont ensuite conservés a
-80°C.

En raison de l'impossibilit¢ de trouver un méthaniseur d'OM mésophile en régime
stabilisé lors du démarrage de la these, une partie de la boue obtenue précédemment a
¢galement ét¢ incubée a 35°C pour constituer un inoculum mésophile. La boue placée a 35°C
a ensuite été centrifugée par fraction de 50 mL, dans des tubes Falcon de 50 mL. Une fois
vidés de leur surnageant, ces tubes sont ensuite conservés a -80°C.

Dans le cadre d'une autre série d'expériences, du digestat a été collecté (bidon en
plastique) dans 1'unité de méthanisation d'OM de Montpellier "Améthyst" (34). Le digesteur
est un méthaniseur fonctionnant en conditions thermophiles. Le protocole de préparation est
identique a celui utilisé pour le digestat précédent

Chacun des tubes ainsi obtenus contient un inoculum correspondant a une quantité
connue de boues préparées et centrifugées.
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3. Les milieux d'incubations

3.1. Solution carbonate

Dans toutes les incubations en microcosme, il a été décidé de tamponner le milieu
réactionnel dans la gamme de pH optimale pour la méthanogenese (6 a 9), afin d'accélérer le
processus global de dégradation et d’obtenir des résultats significatifs en une période
relativement courte.

Afin de tamponner le milieu, I’utilisation d’une solution d’ions bicarbonates permet de
stabiliser initialement le pH autour de 8,38 (couple acide : HCOs/HCO5, pKa;= 6,35; base :
HCOg-/CO32', pKa,=10,4). C'est le bicarbonate de sodium qui a été retenu. Le choix du sel a
utiliser pour préparer la solution de bicarbonate a été fait a partir de données bibliographiques
des concentrations inhibitrices en différents sels pour la méthanogenese (cf. Chapitre 2,
1.2.6.2 Les ions, concentration limite d'inhibition de la méthanogenése par Na'").

En se basant sur des expériences menées au Cemagref (Alcuta 2006), il faut apporter
0,14 mol.L" d'espéces carbonatées pour apporter un pouvoir tampon suffisant afin d’éviter
une inhibition de la méthanogenése due a une chute de pH trop importante. Avec la solution
de NaHCO3, si on apporte 0,14 mol.L™" de HCO5", la méme quantité de Na* est aussi apportée.
La masse molaire du sodium étant de 23 g.mol™, l'apport en ions sodiums est de 3,22 g.L ™.
Méme en considérant que les déchets vont libérer du sodium (de I'ordre de 0,1 g.L'™"), l'apport
en Na' reste inférieur a la limite basse d'inhibition (3,5 g.L'l).

3,22g.L7' +0,1g.L7" <35g.L"

(solution tampon ) + (déchets) < (limite basse inhibition ) ,
Equation 8
Bilan des apports en Na* dans les incubations

La masse de bicarbonate de sodium (Aldrich, 99 %) a utiliser pour préparer 1 litre de
solution tampon est 11,76 g (cf. Equation 9).

M(NaHCO) =84 g mal™
ml NaHCO) = C* M *F = 014%84%1=117é¢ Equation 9

Calcul de la masse de bicarbonate de sodium nécessaire a la préparation d'un litre de solution tampon.

3.2. Milieu d'incubation

Dans certaines incubations, il a également été nécessaire d'introduire l'ensemble des
éléments indispensables au développement des micro-organismes. Pour ce faire, la solution
décrite dans la norme NF EN ISO 11734 concernant l'évaluation de la biodégradabilité
anaérobie "ultime" des composés organiques dans les boues de digesteurs, a été utilisée. Elle
correspond a la solution appelée BMP dans la suite du manuscrit et dont la composition est
donnée dans le Tableau 23. Cette solution est complétée par 1'ajout d'hydrogénocarbonate de
sodium afin de tamponner le milieu réactionnel. La méme concentration (0,14 mol.L™' de
HCO3") que dans la solution carbonate seule (Chapitre 3, § 3.1 Solution carbonate) est ajoutée.

Il est & noter que la résazurine, élément contenant du carbone, ne servant qu'en tant

qu'indicateur d'oxygene, n'a pas été utilisée afin d'éviter I'ajout de carbone potentiellement
dégradable dans les incubations.
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Tableau 23 : Composition du milieu BMP.

Milieu BMP Solution mére d'éléments traces
Dihydrogénophosphate de potassium Chlorure de manganése tétrahydraté
anhydre (KH,PO,) 027 g (MnGClz4H,0) 0,05 g
Monechydregénophosphate de sodium Acide orlhoborique (H,BOL) 0,005 g
dodécahydrate (Na,HFO,, 12H,0) 112 g Chlorure de zihe (ZnCly) 0,005
Chlorure dammanium (NH,CE) 0,53 g Chiorure de cuivre(l) {CUCk) 0,003 g
Chlorure de calcium dihydraté Molybdate disodique ditydraté
(Cach, 2H,0) %075 o (Na,MoO,,2H,0) 0,001 g
Chlorure de magnésium hexahydraté Chlorure de cobalt hexafiydraté
(MEEL: 8] LA (GoCl;,6H,0) 01 g
Chlorure de fer(ll) tétrahydraté Chlorure da nickel hexahydratd
(FeCl,4H,0) 602 g (NICl,,6H,0) 001 g
Respzniie fRiciew Feygac) 6.001 ¢ Selénite disodique (Na,Se0;) 0,005 g
Sulfure de sodium nonahydralé Eau (5.1), 9.5.p. 1 jitra
[(Ma,s,8H.0) (vair note 1) 0149
Solulion mére d élémants traces
(facultative) 10 mil
Eau désoxygense {6.1), g.8.p. 1 litre

4. Les flacons a plasma ou microcosmes

4.1. Le dispositif expérimental

Les bioréacteurs anaérobies sont réalisés avec des flacons a plasma gradués de
différentes contenances selon I'expérience (330 mL ou 1,1 L utile) (Fisher Scientific Labosi),
en verre borosilicaté (cf. Figure 41). Ces bouteilles sont fermées hermétiquement par un
septum en caoutchouc d'une épaisseur de 5,5 mm et par une bague a vis de 40 mm de
diametre. Ce systeme permet de réaliser des prélevements de gaz et de liquide a l'aide d'une
seringue tout en conservant I'étanchéité du pilote (Bureau 2003).

Salle thermostatée
a35°C
ou 55°C

Septum en

caoutchouc + bague a vis

Ciel gazeux

Phase liquide

Figure 41 : Les flacons a plasma.

Ces bouteilles, une fois remplies selon les besoins de l'expérimentation, sont placées
dans une piece thermostatée a 35°C + 2°C ou dans une étuve a 55°C + 2°C.
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4.2. Mode opératoire

4.2.1. Remplissage des microcosmes

La préparation des microcosmes dépend de l'objectif qui lui est associé. En effet, en
fonction des différentes conditions expérimentales & mettre en ceuvre, les éléments introduits
différent fortement.

4.2.1.1. Introduction du substrat

4.2.1.1.1. Introduction du déchet

Si I'expérience utilise le déchet reconstitué, ce dernier est introduit en premier en pesant
les fractions une a une. Les bouteilles vides sont pesées avec et sans le dispositif de fermeture
(septum en caoutchouc et bague a vis). Ensuite, dans chaque bouteille, une quantité précise de
déchet reconstitué (OM ou biodéchets) est introduite. Chaque catégorie de déchets est pesée
séparément a l'aide d'une balance précise a 0,01 g (Sartorius, BP31000s) car il est impossible
de répartir de fagon homogene dans les différents microcosmes un mélange de déchets
préparé en grande quantité préalablement. Le poids réel introduit, de chaque catégorie de
déchets, est scrupuleusement not¢.

Figure 42 : Photographie d'une bouteille contenant le mélange de déchet.

4.2.1.1.2. Introduction d'autres substrats

Lorsque le substrat a introduire n’est pas un déchet, on procede comme suit :

e Si le substrat est solide (poudre ou solide homogene), il est introduit dans le
milieu qui va étre utilisé apreés pes€e sur une balance a 0,01 g (Sartorius,
BP31000s). L'idéal est de préparer la solution nécessaire pour les trois
incubations du triplicat puis de la répartir entre les différentes bouteilles.

o Sile substrat est un liquide homogene, il est introduit dans le milieu qui va étre
utilis¢ a l'aide d'une pipette. La concentration est ajustée dans la solution du
milieu. L'idéal est de préparer la solution nécessaire pour les trois incubations
du triplicat puis de la répartir entre les différentes bouteilles.

e Si le substrat est un mélange gazeux, l'introduction est réalisée a l'aide du
méme protocole que celui utilisé pour la mise en conditions anaérobies
(Chapitre 3, § 4.2.2.2 Mise en conditions anaérobies).

4.2.1.2. Introduction de l'inoculum

Dans la majorité des bouteilles, un inoculum (cf. Chapitre 3, § 2 Les consortia
microbiens dit inocula) est également introduit. Pour ce faire, l'inoculum conservé a - 80°C
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dans un tube Falcon est introduit dans la bouteille par ringage des tubes Falcon avec le milieu
d'incubation ou par pesée a l'aide d'une balance a 0,01 g (Sartorius, BP31000s).

4.2.1.3. Introduction du milieu d'incubation

Dans le cas des incubations avec des substrats purs, le milieu est introduit directement
avec le substrat et I'inoculum comme nous venons de le voir. Dans le cas des incubations de
déchets, le milieu d'incubation est introduit apres le substrat. Le volume nécessaire est mesuré
avec une éprouvette graduée puis introduit dans les flacons a plasma.

4.2.2. Incubation des microcosmes

4.2.2.1. Fermeture des microcosmes

Une fois que I'ensemble des €léments a été introduit dans la bouteille, cette derniere est
fermée avec son septum et sa bague a vis. La bouteille est ensuite agitée pour homogénéiser la
répartition des différents composants.

4.2.2.2. Mise en conditions anaérobies

Cette étape consiste a remplacer l'air contenu dans le ciel gazeux du microcosme par un
gaz inerte (azote) ou par un mélange gazeux spécifique (Ho/N,, Ho/CO,) afin de se placer en
conditions anaérobies. Pour ce faire, une rampe a vide réalisée a la demande du Cemagref par
la société Swagelok est utilisée :

e Jusqu'a dix microcosmes peuvent étre connectés simultanément sur la rampe a
vide ;

e Un cycle de vide est réalisé dans les microcosmes ;

e Le ciel gazeux des microcosmes est saturé¢ avec de l'azote (pureté 4.5, Linde gas
SA) ou avec un autre gaz. Cette opération est réalisée jusqu'a l'obtention d'une
pression de 500 mbar environ ;

e Les deux dernieres étapes sont répétées 5 fois ;

e Les microcosmes sont déconnectés de la rampe a vide.

Figure 43 : Photographie de la "rampe a vide".

-117 -



Chapitre 3 : Matériel et méthodes

Enfin, aprés avoir évacué le surplus de gaz pour diminuer la pression (P>400 mbar), une
analyse du ciel gazeux permet de vérifier que la concentration en oxygene est inférieure a 0,3
%. Si tel n’est pas le cas, les opérations sont répétées jusqu'a 1'obtention de cette teneur. Un
prélévement de lixiviat est réalisé a ce stade a I'aide d'une seringue.

4.2.2.3. Incubation des microcosmes

Les microcosmes sont dégazes a pression atmosphérique et la pression est relevée. Ils
sont ensuite placés a la température d'incubation souhaitée (35°C ou 55°C + 2°C) dans une
picce thermostatée (35°C) ou une étuve (55°C).

4.2.3. Protocole de suivi des microcosmes

Pour suivre 1'évolution des incubations, un suivi discontinu est réalisé par des analyses
régulieres des effluents gazeux et liquides. De maniére pratique, quand la pression dans la
bouteille est suffisamment élevée (P>300 mbar), le ciel gazeux est analysé, la production de
biogaz est mesurée et un prélevement de lixiviat est effectué. Le protocole utilisé est
généralement le suivant (avec quelques adaptations selon les expériences) :

- Mesure de la pression dans les bouteilles a 1'aide d'un manometre différentiel (Digitron
2082P, gamme de mesure de 0 a 2 000 mbar, précision 4 mbar) équipé d'un tube relié a une
aiguille (@ de 0,45 mm). Cette mesure est réalisée directement dans la picce thermostatée
(35°C £ 2°C) ou dans I'étuve (55°C + 2°C) (Figure 44).

T _.#‘
Figure 44 : Photographie de la mesure de pression et de I'analyse du biogaz.

- Analyse du biogaz dans les microcosmes apres les avoir sortis de la piece thermostatée (ou
de I'étuve) et placés a température ambiante pendant 30 minutes. Si la pression dans les
microcosmes est inférieure a 1000 mbar, le biogaz est directement analysé dans la bouteille a
l'aide d'un dispositif reliant une aiguille (@ de 0,45 mm) au systeme d'injection de l'appareil
de chromatographie en phase gazeuse (LWGC, cf. Chapitre 3, § 6.1.1 Analyse de la composition
du biogaz). Si la pression est supérieure a 1000 mbar, un léger dégazage (afin de ramener la
pression a une valeur inférieure a 1000 mbar) suivi d’une mesure de pression est réalisé.
Avant l'analyse, toutes les mesures sont prises pour éviter la présence d'humidité ou
d'impureté sous le septum en raison de la sensibilité du uGC a 1'humidité (Figure 44).

- Mesure de la pression apres analyse par pGC. Cette mesure est nécessaire pour ¢valuer le
volume de gaz prélevé par le pGC (variation selon la pression initiale des bouteilles) (Figure
44).
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- Prélévement de gaz pour analyse isotopique 2 fois 7 mL sont prélevés avec une seringue a
gaz (SGE, gas tight 10 mL) munie d'un systtme de fermeture, puis introduits dans des
vacutainers préalablement évacués et identifiés de la maniére décrite sur la Figure 45.

Initiales du demandeur

Réfeérence de l'échantillon (nom de l'incubation)

Date de prélevement de I'échantillon (JJ/MM/AA)

Numeéro de l'échantillon (si le prélévement est réalisé en double)
-} JGD - E18 - 23151108 -1 JGD - E19 - 25/01/08 - n"1

Figure 45 : Dispositif de conservation des prélévements gazeux pour les analyses isotopiques.

- Dégazage du biogaz : a I'aide d'une seringue a gaz de 100 mL jusqu'a retour a la pression
atmosphérique. Cette étape est réalisée en plusieurs fois.

- Mesure de la pression : aprés dégazage. Cette mesure est nécessaire pour évaluer le volume
de biogaz (composition connue) restant dans le ciel gazeux (Figure 44).

- Homogénéisation de la phase liquide par agitation de la bouteille.

- Prélévement de lixiviat : 2,5 mL de lixiviat sont prélevés a l'aide d'une seringue
(TERUMO, 2,5 mL) munie d'une aiguille (@ de 0,70 mm). La bouteille est retournée et le
prélevement est réalisé par un mouvement de va et vient du piston. Les 2,5 mL de lixiviat sont
répartis dans 4 tubes Eppendorf (cf. Figure 46).

- Mesure du pH sur le lixiviat brut apres agitation (cf. Chapitre 3, § 6.2.1 Mesure du pH).

- Centrifugation de 2 mL de lixiviat dans 2 tubes Eppendorf a 13 400 rpm pendant 10 min
(Minispin, Eppendorf), puis extraction du surnageant avec une pipette munie d’un cone a
usage unique. Le surnageant de chaque tube est introduit dans un tube Eppendorf de 1,5 mL.

- Congélation des 4 tubes Eppendorf préalablement étiquetés (bouteille, date, type
d'échantillon) (1 brut, 2 culots de centrifugation, 1 surnageant de centrifugation) pour analyses
ultérieures. La congélation a -20°C a pour but de conserver les échantillons

e
&
U 1@@ @

Centnfigation de C1 & C2
puis transfert du surnageant dans =3

Congélation des 4 tubes Eppendorf

Figure 46 : Protocole et photographie de I'échantillonnage du lixiviat.

Les données relevées lors des opérations de dégazage et de prélevements/injection de
liquide sont entrées dans un tableur Excel qui permet de traiter I'ensemble des informations.

4.3. Récapitulatif de I'ensemble des microcosmes

Différents essais en microcosmes ont ¢té réalisés au cours de ce travail doctoral. Cette
partie se propose de faire une synthése/description de I'ensemble des essais utilisés par la suite
dans le chapitre 4 de ce manuscrit intitulé "résultats et discussion". Le Tableau 24, Tableau 25
et le Tableau 26 répertorient le détail de ces incubations.
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Tableau 24 : Nomenclature des expériences en microcosmes (partie 1/3).

Expériences "Facteur de fractionnement"

Incubations Inoculum Substrat [Substrat] Milieu T (°C) [NH47] (g.L™)
Lixi-T (1,2 & 3) (4} (0] N
Lixi-A (1,2 & 3) o Acétate 3,0gL” Milieu
. Lixiviat d'ISDND BMP + 35°C 0,180
Lixi-Hgye (1,2 & 3) H,/CO, 80%/20%  arbonate
Lixi-Hgpte (1,2) N,/H, 95% /5%
BMt-T (1,2 & 3) (0] 0] N
BMt-A (1) Boue de Acétate 3,0l Milieu
méthaniseur BMP + 55°C 0,180
BMt-Hpyre (1,2,3) thermophile H,/CO, 80%/20%  arbonate
BMt-Hg,ipie (1,2) Ny/H, 95% /5%
BMm-T (1,2 & 3) Boue de %) % Milieu
BMm-A (1) méthaniseur adapté Acétate 30gL’ BMP + 35°C 0,180
BMm-Hg,ipe (1,2) mésophile N,/H, 959 /509, carbonate
Expériences "Effet de la température (Déchets)"
Incubations Inoculum Substrat [Substrat] Milieu T (°C) [NH '] (g.L™)
DRF-35 o Déchets .
Lixiviat d'ISDND reconstitués 10g Carbonate  35°C 0,000
(1,2 & 3) francai
cais
T-35-négatif ey o
(12 & 3) Lixiviat d'ISDND (4] Og Carbonate  35°C 0,000
DRF-55 L Dechets .
Lixiviat d'ISDND reconstitués 10g Carbonate  55°C 0,000
(1,2 & 3) francai
cais
T-55-négatif e o
(12 & 3) Lixiviat d'ISDND (4] 0Og Carbonate  55°C 0,000
Expériences "Effet de la température (Acétate)"
Incubations Inoculum Substrat [Substrat] Milieu T (°C) [NH 7] (g.L™)
Lixi-T-35 (1,2 & 3) [} %) Milieu
Lixiviat d'ISDND BMP + 35°C 0,180
Lixi-A-35 (1,2 & 3) Acétate 3,0 g.L—1 carbonate
Lixi-T-55 (1,2 & 3) 1%} 1% Milieu
Lixiviat d'ISDND BMP + 55°C 0,180
Lixi-A-55 (1,2 & 3) Acétate 30gL"  carbonate
Boyfg’%'g)' 35 Boue de o 4] Milieu
’ méthaniseur BMP + 35°C 0,180
BoucOM-A-35 thermophile Acétate 3,0g.L" carbonate
(12&3) e
BOE‘I"‘E’%‘;‘ 35 Boue de 0 o Milieu
’ méthaniseur BMP + 35°C 0,180
BoueOM-A-55 h hil Acé 300! b
(12 & 3) thermophile cetate ,0g. carbonate

e [Essais "calculs de facteur de fractionnement"
Les premiers essais ont ¢€té réalisés dans l'objectif de déterminer les facteurs de

fractionnements induits lors de la méthanogenése par des inocula provenant de systémes
industriels de traitement de déchets (ISD, méthaniseur, etc.), car de telles données n'étaient
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pas disponibles dans la littérature. Trois inocula provenant de systemes de traitement
anaérobie de déchets ont été utilisés : un lixiviat d'ISDND, une boue de méthaniseur
thermophile et la méme boue de méthaniseur thermophile adaptée aux conditions mésophiles
(cf. Chapitre 3, § 2 Les consortia microbiens dit inocula). Afin de déterminer les facteurs de
fractionnements associés a chacune des deux voies métaboliques principales de la
méthanogenese (acétoclaste et hydrogénotrophe) induits par ces inocula, des incubations
d'acétate et de CO/H, en microcosmes ont été réalisées. L'ensemble des parametres
expérimentaux ainsi que la nomenclature utilisée dans le cadre de ces incubations sont
détaillés dans le Tableau 24.

o Essais "effet de la température (déchets)"

La température ¢tant un facteur influencant fortement les processus de digestion
anaérobie des déchets non dangereux, des essais spécifiques sur déchet reconstitué¢ ont été
réalisés. Des incubations en flacons a plasma de 330 mL, avec inoculum provenant de lixiviat
d'ISDND, 10 g d'OM frangaises reconstituées et 210 mL de tampon carbonate ont été placés
en conditions mésophiles et thermophiles apres mise en condition anaérobie. L'ensemble des
parametres expérimentaux ainsi que la nomenclature utilisée dans le cadre de ces incubations
sont détaillés dans le Tableau 24.

e Essais "effet de la température (acétate)"

Afin de mieux comprendre le déterminisme des effets de la température observés lors de
la dégradation de déchets reconstitués sur les voies métaboliques de la méthanogenese, il a été
décidé de travailler sur un substrat plus simple que le déchet reconstitué. Des incubations
d'acétate a différentes températures (35°C et 55°C, températures identiques a l'expérience
réalisée sur des déchets reconstitués) ont été réalisées avec deux inocula provenant
d'installation de traitement anaérobie de déchets. Le premier inoculum est issu d'un lixiviat
d’ISDND (plage de température mésophile) et le second d’une boue de méthaniseur de
déchets (plage de température thermophile) (cf. Chapitre 3, § 2 Les consortia microbiens dit
inocula). L'ensemble des parameétres expérimentaux ainsi que la nomenclature utilisée dans le
cadre de ces incubations sont détaillés dans le Tableau 24.

o Essais "effet de la [NH,|"

L’azote ammoniacal est un des facteurs identifi¢ comme responsable de nombreux
phénomenes d'inhibition lors des processus de digestion anaérobie (cf. Chapitre 2, § 1.2.6.3
L'azote ammoniacal). L’effet de I'azote ammoniacal sur la méthanisation de 1’acétate en
conditions mésophiles, a donc été investigué¢ dans une série d'expériences spécifiques. La
nomenclature utilisée dans le cadre de ces expériences est détaillée dans le Tableau 25. Un
inoculum issu d’un lixiviat d’ISDND a préalablement été adapté a consommer de l'acétate,
série A (cette série correspond a celle appelée Lixi-A-35 dans les expériences "effet de la
température (acétate)"). Ensuite, la phase liquide contenant l'inoculum provenant de cette
série a été utilisée pour tester I'effet de quatre concentrations en NH," (séries C1 a C4) sur la
dégradation de I'acétate. Pour ce faire, la concentration en NH," a été ajustée avec du NH,Cl
(Labosi, 99,5 %). Pour ces essais, réalisés en triplicat, deux des incubations ont recu de
l'acétate naturel et la troisieme de 'acétate dont 1'atome de carbone du groupement méthyle est
enrichi a 100 % en carbone 13. L'utilisation d'une approche marquée a pour but de conforter
les résultats obtenus avec l'acétate naturel (cf. Chapitre 2, § 2.4.5 Points spécifiques :
utilisation de substrats marqués). Enfin, des réinjections d'acétate ont été réalisées a la fin des
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incubations de la série C3 et C4 (séries C3-b, C4-b et C4-c). Ces incubations, contenant les
deux plus hautes concentrations en NHy4', ayant présenté une latence importante avant le
démarrage de la production de méthane, les réinjections avaient pour but de confirmer
l'acclimatation de 1'inoculum.

Tableau 25 : Nomenclature des expériences en microcosmes (partie 2/3).

Expériences "Concentration NH, ™"

T

Incubations Inoculum Substrat [Substrat] Milieu °C) [NH,] (g.L'l)
T(1,2 & 3) Lixi ISDND (%] % Milieu BMP + 0.180
A(1,2&3) Lixi ISDND Acétate 3,0gL"! carbonate ’
Cl(1&2) Acétate 0,180
C1(3 Acétate marqué** ’
C2(1&2) Acétate 1.440
r Lk sk g 2
—C0) i ISDND acclim*  —Acctate marquett 4 4 . Milieu BMP
C3(1&2) Acétate carbonate 3.600
C3(3) Acétate marqué** 35 ’
C4(1&2) Acétate 5.400
C4(3) Acétate marqué** ’
C3b(1&2) Mlg:;‘;iﬁg * 3,600
———— Lixi ISDND acclim**** Acétate 33gL"! Milica BMP T
C4-b(1&2) tueu 5,400
carbonate
C4(1&2) Lixi ISDND acclim®*** ’ Acétate , 33 g.L'l Milieu BMP + 5.400
C4 (3 Acétate marqué** carbonate
Expériences "OSA"
Incubations Inoculum Substrat [Substrat] Milieu (°Té) [NH;1(g.L™
Lixi-I1 (1) TR Acétate
L t dTISDND *1
Lixi-I1 (2) ixiviat 018 Acétate marqué*
Lixi-12 (1) Lixiviat dISDND *5 Acdtate gt mileuBMPE 4,500
Lixi-12 (2) Acétate marqué* carbonate
Lixi-I3 (1) Lixiviat dISDND *10 Acétate
Lixi-13 (2) Acétate marqué*
*Lixi ISD apres acclimatation a l'acétate  ** marqué uniquement sur 'atome de carbone du groupement
a0 jpiection d'acétate méthyle C*H;COOH

e [Essais "OSA"

Afin d’étudier les micro-organismes impliqués dans la réaction d’oxydation
syntrophique de 1’acétate identifiée dans certaines des expériences précédentes, trois séries
d’incubation ont été réalisées. Afin de privilégier 1'établissement de cette réaction, une
concentration ¢levée en azote ammoniacal a été utilisée (cf. Chapitre 2, § 1.2.6.3 L'azote
ammoniacal). Différentes quantités d’inoculum (provenant d'un lixiviat d'ISDND) ont été
introduites dans les microcosmes afin de favoriser la mise en place de populations de micro-
organismes hétérogeénes. Ces expériences, réalisées en duplicat, ont regu comme substrat pour
I'une, de l'acétate naturel et pour l'autre, de l'acétate enrichi sur le groupement méthyle
(approche déja utilisée pour les essais "effet de la [NH4']"). La nomenclature utilisée dans le
cadre de ces expériences est détaillée dans le Tableau 25.
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Tableau 26 : Nomenclature des expériences en microcosmes (partie 3/3).

Expériences "Méthanisation"

Incubations Inoculum Substrat [Substrat] Milieu (°Té) [NH,] (g.L'l)
BGI1-35 100 % Biodéchets
(1,2 et 3) / 0 % Déchets verts
BG2-35 75 % Biodéchets )
(1,2 et 3) / 25 % Déchets verts Solution
PP o oz carbonate utilisée
BG3-33 Boue digéré de STEP 5004 B}odechets 5gde MV  pour ajuster le 35 0
(1,2 et 3) / 50 % Déchets verts X
—_— : taux de MS a 90
BG4-35 25 % Biodéchets %
(1,2 et3) /75 % Déchets verts
BGS-35 0 % Biodéchets
(1,2 et 3) / 100 % Déchets verts
BG1-55 100 % Biodéchets
(1,2 et 3) / 0 % Déchets verts
BG2-55 75 % Biodéchets i
(1,2 et3) /25 % Déchets verts SOlut‘m?l' )
BG3-55 Boue de digesteur 50 % Biodéchets 5 g de MV ce;)rglcl)?z;i;‘srlls:e 55 0
. o/ T~z
(1,2 et 3) thermophile /50 % Déchets verts taux de MS 4 90
BG4-55 25 % Biodéchets %
(1,2 et 3) /75 % Déchets verts
BGS5-55 0 % Biodéchets
(1,2 et 3) / 100 % Déchets verts
100 % Biodéchets
puis au 2/3 de la
B production de 0
(let2) méthane, 100 %
Biodéchets de 1 gde
nouveau MV, puis
100 % Biodéchets de Solution 0. puis 8 o 1"
Inoculum de digesteur puis au 2/3 de la nouveau 1 carbonate utilisée ’F N 4 gl
BN thermophile adapté a la production de gde MV our ai ;er o 55 ors ed a
(1et2) consommation de méthane, 100 % au 2/3 de ta? | deJ;\l/[S 490 . tsrec(;m t.e
biodéchets Biodéchets de la ux o (;an 510 ;101:
nouveau production ’ ¢ brodechets
100 % Biodéchets de
puis au 2/3 de la méthane
BV production de 0
(1et2) méthane, 25 %

Biodéchets / 75 %
déchets verts

Généralement, lors de la méthanisation des DND, des déchets verts sont également
introduits. A certaines périodes (printemps), les méthaniseurs doivent faire face a un afflux
important de déchets verts. Dans ces méthaniseurs, il a pu étre constaté une diminution de la
production de méthane. L'hypothese envisagée, suite a ce constat, est que la dégradation des
déchets verts entrainerait une production importante d'azote ammoniacal, conduisant a
l'inhibition de la méthanogenese. Dans le cadre de cette problématique, le systéme
expérimental (microcosmes) a ét¢ adapté afin de reproduire au mieux les conditions de

fonctionnement des méthaniseurs industriels de déchets.
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Dans une premicre série d'expériences, I'augmentation effective de la concentration en
azote ammoniacal lors de l'introduction de quantités plus importantes de déchets verts, a été
vérifiée. L'effet du mélange sur les premieres étapes de la dégradation anaérobie (avant la
méthanogenese) a également pu étre étudié. Pour ce faire, différentes proportions d'un
mélange déchets verts/biodéchets ont été incubées a 35 et 55°C, en condition de
méthanisation humide, avec respectivement un inoculum provenant d'une boue digérée de
STEP (mésophile) et un inoculum provenant d'un méthaniseur de déchets (thermophile). La
nomenclature utilisée dans le cadre de ces expériences est détaillée dans le Tableau 26.

La deuxiéme série d'expériences a été réalisée pour tenter de définir dans quelles
mesures le NHy est responsable des phénomenes d'inhibition de la DA. Des incubations avec
des conditions similaires a celles d'un méthaniseur ont été effectuées. Ces incubations ont été
réalisées a 55°C, avec des biodéchets et un inoculum provenant d'un méthaniseur thermophile
de déchets non dangereux préalablement acclimaté a consommer le biodéchet reconstitué.
Apres une premiere incubation de biodéchets, lorsque la production de biogaz a atteint les 2/3
de la production théorique attendue, des biodéchets ont été réinjectés, mélangés soit avec 8
gL de NH,4 (BN) soit avec 75 % de déchets verts (BV). Un témoin est réalisé en réinjectant
seulement des biodéchets (B). La nomenclature utilisée dans le cadre de ces expériences est
détaillée dans le Tableau 26.

Figure 47 : Photographies des microcosmes a 35°C et 55°C.

5. Les colonnes de percolation ou mésocosmes

L'objectif principal de la mise en ceuvre et du suivi de ces essais sur colonnes de
percolation (tdche 1.2.5 du projet ANR-Precodd-Bioréacteur) est de quantifier l'impact de la
recirculation d'effluents de différentes qualités, s€lectionnés a partir des résultats obtenus lors
d'expériences en microcosmes (réalisées dans le cadre de la tdche 1.2.4 du projet ANR-
Precodd-Bioréacteur), sur l'intensité et la cinétique des processus de dégradation des déchets
lors de leurs stockage a travers des expérimentations en pilotes de laboratoire en condition de
recirculation. Les trois effluents testés en duplicat pour la recirculation sont : un lixiviat
d'installation de stockage de déchets non dangereux (Lix-ISDND), une boue digérée de
station d'épuration (Boue-STEP) et un lixiviat de plateforme de compostage de déchets verts
(Lix-PCDV).
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A cette fin, 6 essais (Tableau 27) ont ét€ mis en ceuvre.

Tableau 27 : Nomenclature des expériences en colonnes de percolation.

Lix-ISDND Boue-STEP Lix-PCDV
Colonne
N°1 N°2 N°1 N°2 N°1 N°2
Substrat 5 kg de déchet reconstitué
Effluent Lixiviat de plateforme de
. L Lixiviat d'ISDND Boue digérée de STEP compostage de déchets
recirculé verts

5.1. Le dispositif expérimental

5.1.1. Les colonnes de percolation

Six colonnes de percolation (cf. Figure 48) ont été congues et réalisées spécifiquement
dans le cadre du projet Precodd-Bioréacteur. Elles sont constituées de matériaux permettant
d’éviter toute contamination par des micropolluants organiques (inox, téflon...) et disposent
chacune d'un couvercle démontable (afin de faciliter le remplissage) qui les rend hermétiques
et résistantes a une surpression d'au moins 1 bar.

Vanne de
préléevement de
biogaz

Manomeétre

Vanne d'entrée du
lixiviat

Figure 48 : Les colonnes de percolation.

Les dimensions et les caractéristiques des colonnes de percolation sont données dans le
Tableau 28 et la Figure 49.

Tableau 28 : Dimensions des colonnes.

Dimensions extérieures
(sans sondes et robinets) 525 x 330 mm x mm
(hauteur *section)

Hauteur intérieure 460 mm
Diametre intérieur 269 mm
Section intérieure 0,057 m’
Volume intérieur 0,026 m’
soit 26,13 L
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Figure 49 : Schéma technique des dimensions des colonnes.

La Figure 50 détaille le schéma de principe des colonnes de percolation. Le déchet
introduit dans les colonnes sur une couche drainante va produire du biogaz en se dégradant.
Ce biogaz peut €tre collecté en actionnant une électrovanne qui libere le surplus (par rapport a
la pression atmosphérique) dans un sac Tedlar. L'analyse de la composition de ce biogaz est
ensuite réalisée sur un microGC (uGC, cf. Chapitre 3, § 6.1.1 Analyse de la composition du
biogaz). Les colonnes sont également équipées d'un dispositif d'injection d'effluent a leurs
sommets. Ce dispositif permet, grace a un dispositif d'aspersion, de répartir uniformément le
liquide injecté a la surface des déchets. Un dispositif de préleévement de lixiviat est situé en
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bas des colonnes et un systeme de surveillance du niveau de liquide dans les colonnes est
également présent.

Legende

Sonde
(pH, Redoc et T)

Robinet
Raccord rapide

Alim éléctriQ

Comande de
I'electrovanne

Electrovanne

Couche drainante

Geotextile
& geéogrille

Effluent

Pompe
peristatique

<[ BEBEp-v—

Figure 50 : Schéma de principe des colonnes.

Les colonnes, une fois remplies et connectées aux instruments de mesures (cf. Chapitre
3, § 5.1.2 Instrumentation et systeéme d'acquisition), sont placées dans une piece thermostatée
(4 m x 3 m x 3 m) maintenue a 35°C + 2°C construite spécifiquement pour les besoins de

cette expérience (cf. Figure 51).
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Figure 51 : Vue extérieure et intérieure de I'enceinte thermostatée.

5.1.2. Instrumentation et systéme d'acquisition

La pression, la température, le pH et le potentiel redox sont suivis en continu. En effet,
le développement d'une centrale d'acquisition et d'une interface graphique, programmée sous
Labview (réalisées par l'équipe "instrumentation et mesure" de l'unité Hydrosystemes et
Bioprocédés du Cemagref d'Antony) permet l'acquisition des données toutes les 10 minutes.

Les sondes combinées pH, température et potentiel d'oxydo-réduction (électrode pH
Redox et température Inprop® 4250 SG 120/PT1000/ISM, Metler Toledo) ont leur
¢lectronique associée (transmetteur M 300, Metler Toledo), fournissant des signaux
analogiques 0-20 mA. Les manometres de pression (manometre numérique LEO3, Citec)
fournissent un signal 4-20 mA. Chaque pilote est équipé d'une électrovanne (commandée
manuellement ou par logiciel) afin de prélever le biogaz pour analyses.

Un systeme autonome de régulation de température (Figure 52) a été mis en place afin
de maintenir une température de 35°C + 2°C dans l'enceinte thermostatée (régulateur PID,
sonde PT100, relais statique et radiateur électrique soufflant). Ce dispositif est entierement
indépendant du reste de la chaine de mesure. Il s'agit d'un régulateur fabriqué par la société
WATLOW, a boucle PID. Il est utilis¢ en association avec une sonde de type PT100, d'une
interface de puissance type relais statique pour la commande de puissance, et d'un radiateur
¢lectrique soufflant (type C3 SOVELOR).

RELAIS STATIQUE
RADIATEUR ELECTRIQUE SOUFFLANTl SONDE PT100
i S : \\J

REGULATEUR PID

Figure 52 : Systéme de régulation de température de I'enceinte thermostatée.
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Pour des questions de sécurité, l'ensemble de la chaine d'acquisition est situé a
l'extérieur de la salle thermostatée. Pour cela, nous avons eu recours au systeme modulaire NI
CompactDAQ, en utilisant un chassis NI ¢cDAQ-9172 équipé de :

e 4 modules NI 9203 de 8 entrées analogiques 0-20 mA ; 6 entrées par modules sont
utilisées et chaque module gere un type de parametre (1 module pour les
températures, 1 pour le pH...) ;

e 1 module spécifique NI 9217 pour sonde PT100 pour le suivi de la température
ambiante de la salle thermostatée ;

e | module NI 9421 pour les interrupteurs de commandes manuelles des
électrovannes ;

e 1 module NI 9472 pour actionner les électrovannes ;

e Le chassis est connecté a I'ordinateur par liaison USB.

Le logiciel, développé sous LabVIEW, est composé de plusieurs onglets :
e L'onglet principal indique 1'ensemble des valeurs de mesures et affiche les alarmes
des parametres hors tolérances. Ces parametres sont prédéfinis dans I'onglet n°2.
e Les 4 onglets suivants sont les représentations graphiques, dans le temps, de
I'évolution des parametres températures, pH, Redox et pressions.

Le logiciel enregistre tous les parametres a un pas de temps prédéfini. Les changements
d'états des électrovannes sont enregistrés en temps réel dans le fichier (n° d'électrovanne,
ouverture, fermeture). Le fichier mensuel, ainsi constitué, est horodaté et exploité par la suite
a l'aide d'un tableur.

Du fait de 1'éloignement du batiment ou se trouve l'enceinte thermostatée par rapport
aux bureaux, et afin de faciliter la surveillance régulicre des pressions, le systeme est connecté
au réseau informatique interne afin de permettre l'acces a distance au programme de
surveillance des parametres (pression, température, pH et potentiel d'oxydo-réduction) ainsi
qu'a certaines commandes (ouverture/fermeture des électrovannes).

5.1.3. Les substrats

5.1.3.1. Le déchet reconstitué

Le déchet reconstitué utilis€ dans les colonnes de percolation est le méme que celui
utilisé dans les microcosmes (cf. Chapitre 3, § 1.2.1 Déchet reconstitué (type OM)). La
quantité de déchets introduite dans chaque colonne a été adaptée afin, qu'une fois l'ensemble
des éléments introduits (couche drainante, déchets et systéme d'aspersion), un ciel gazeux
suffisamment important soit conservé et un bon fonctionnement de I'ensemble du systeme
d'injection soit possible. Une masse de 5 kg de déchets reconstitués a été déterminée comme
étant adaptée.

5.1.3.2. Les effluents

A partir d'expériences préliminaires réalisées avec quinze effluents différents (tdche
1.2.4 du projet ANR Precodd-Bioréacteur) trois effluents ont été sélectionnés: un lixiviat
d'ISDND (ISDND de Vert-le-Grand, 91), une boue de STEP (digesteur d'Evry, 91) et un
lixiviat de plateforme de compostage de déchets verts (plateforme de compostage de Vert-le-
Grand, 91). Le lixiviat d'ISDND sert de "témoin" de ce qui se pratique actuellement dans les
ISDND bioactives. La boue de STEP a été sélectionnée car il s'agit d'un effluent contenant
une flore méthanogeéne active importante. Enfin, le lixiviat de plateforme de compostage de
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déchets verts a, quant a lui, été choisi car lors des expériences préliminaires en microcosme il
avait semblé avoir un effet sur la dégradation de la matiere organique réfractaire contenue
dans les déchets. Les prélévements ont été réalisés le 26 janvier 2009, dans de grands bidons
en inox (50 L) et sont depuis stockés en chambre froide a 4°C.

Suite a I'épuisement des réserves d'effluents, une seconde série de prélévements a di
étre réalisée afin de pouvoir continuer les réinjections hebdomadaires. Le lixiviat d'ISDND
(ISDND de Vert-le-Grand, 91) et le lixiviat de plateforme de compostage de déchets verts
(plateforme de compostage de Vert-le-Grand, 91) ont été a nouveau prélevés le 14 avril 2010.
La boue de STEP (digesteur de Creil, 60) a été prélevée le 10 juin 2010. La réinjection des
nouveaux effluents (second stock) a débuté simultanément sur 1'ensemble des colonnes le 17
juin 2010.

5.2. Parameétres

5.2.1. Taux de compactage

Le tassement des déchets dans les colonnes a été fixé a 300 kg.m™. Cette valeur
relativement faible pour une ISD avait pour but d'obtenir une cinétique de dégradation
acceptable a I'échelle de notre expérimentation.

5.2.2. Débit de recirculation

Le débit de recirculation est fixé a 5,7 litres d'effluents par tonne de déchets et par jour
ou 2,08 m*/tonne/an. En pratique, cela correspond & une injection de 200 mL par semaine. Le
choix de ce taux de recirculation relativement élevé (cf. Tableau 4) avait pour but de
maximiser l'effet des effluents injectés sur la dégradation des déchets et accélérer les
cinétiques de dégradation.

5.3. Modes opératoires

5.3.1. Remplissage des colonnes

Dans chaque pilote 5 kg de déchets ont été introduits en février 2009. Les déchets
utilisés proviennent du stock de déchets reconstitués selon la composition modecom (cf.
Chapitre 3, § 1.2.1 Déchet reconstitué (type OM)). Une couche granulaire (géotextile —
granulat — géotextile) a tout d'abord été placée au fond de chaque pilote afin de faciliter le
drainage des effluents, comme illustré sur les photographies présentées en Figure 53. Le
géotextile est un géotextile non tissé aiguilleté dont 1I’ouverture de filtration est de 72 = 6 pm
(k=2). La couche drainante de granulats (granulats concassés silicieux de granulométrie
inférieure 2 20mm) fait 5 cm d’épaisseur. Les géotextiles placés sous et sur la couche
drainante ont pour but d'empécher le passage des déchets.

Figure 53 : Mise en place de la couche granulaire.
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Les 5 kg de déchets humidifiés (6 litres d'eau pour 5 kg de déchets) ont ensuite été
introduits dans un moule ayant le méme diametre que les pilotes, comme illustré sur la Figure
54. Les déchets ont ensuite ét¢ compactés a l'aide d'une presse afin d'obtenir une densité de
0,3 (Figure 54). Les déchets compactés ont enfin été introduits dans les pilotes (Figure 54).

Figure 54 : Remplissage, compaction et introduction des déchets dans les pilotes.

Une premicre saturation a I'eau de 24 heures dans chaque pilote, suivie d'une vidange, a
été effectuée afin de se placer a la capacité au champ. Dans chaque colonne, 700 mL
d'effluent ont ensuite été introduits. Au bout d'une semaine, les pilotes ont été a nouveau
vidangés afin de se placer a la capacité au champ et, depuis, 200 mL d'effluent sont introduits
chaque semaine ce qui correspond 4 un débit d'injection de 2,08 m>.tonne™.an™.

5.3.2. Suivi des pilotes

Pour suivre 1'évolution de la dégradation des déchets dans les colonnes de percolation,
un suivi continu de quatre parametres (température, pH, potentiel d'oxydo-réduction et
pression) est réalisé grace a un enregistrement continu des données via l'interface développée
sous Labview. Ce suivi est complété par un suivi discontinu réalisé par des analyses régulieres
des effluents gazeux et liquides. De manicre pratique, une fois par semaine, 200 mL d'effluent
sont injectés en téte de colonne et 200 mL de lixiviat sont prélevés en fond de colonne. De
plus, quand la pression dans la colonne est suffisamment élevée (P>300 mbar), I'excédent de
biogaz présent dans le ciel gazeux est prélevé. Le protocole utilisé pour un suivi des phases
gazeuse et liquide est généralement le suivant :

- Mesure de la pression a l'aide des manométres respectivement montés sur chacune des
colonnes. Cette mesure est réalisée directement dans la piece thermostatée (35°C + 2°C).

- Prélévement et analyse du biogaz. Si la pression dans les colonnes est supérieure a 300
mbar, le biogaz est prélevé jusqu'a ce que les colonnes soient en équilibre avec la pression
atmosphérique. Pour ce faire un sac de prélévement en Tedlar (sachet Tedlar®, fluorure de
polyvinyle (PVF), 8L) préalablement vidé de tout gaz et munie d'un systeme de connexion
adapté (raccord rapide avec clapet d'arrét activé a I'ouverture du raccord, @ 6,4 mm Derlin),
est connecté a l'électrovanne de chaque colonne. Le robinet de sortie liquide en bas de
colonne est fermé afin d'éviter au liquide qui se trouve dans le systéme de contrdle du niveau
ne se vide et que l'électrode ne se retrouve hors du lixiviat. L'électrovanne est ensuite
actionnée. Une fois que 1'équilibre est atteint, la pression finale est notée puis I'électrovanne
est fermée. Le sac tedlar est ensuite déconnecté puis connecté au systeéme d'injection de
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I'appareil de chromatographie en phase gazeuse afin d'analyser la composition du biogaz
(LGC, cf. Chapitre 3, § 6.1.1 Analyse de la composition du biogaz).

- Prélévement de gaz pour analyse isotopique : 2 fois 7 mL sont prélevés avec une seringue
a gaz (SGE, gas tight 10 mL) munie d'un syst¢tme de fermeture, puis introduits dans des
vacutainers préalablement évacués et identifiés de la maniére décrite en Figure 45.

Figure 55 : Photographies (A) du prélévement du biogaz dans les colonnes, (B) du prélévement de lixiviat
et (C) de l'injection de 1'effluent.

- Prélévement de lixiviat réalisé chaque semaine. Pour ce faire, le robinet de sortie du gaz
situé sous 1'électrovanne est fermé afin d'éviter que le gaz puisse s'échapper par le systeme de
contréle du niveau de liquide lors de I'ouverture du robinet de prélévement liquide. 200 mL de
lixiviat en fond de pilote sont vidangés en une fois chaque semaine. 50 mL sont conservés
dans un tube Falcon de 50 mL. 1,5 mL de lixiviat sont prélevés dans ce tube et transférés dans
un tube Eppendorf de 2 mL.

- Mesure du pH sur le lixiviat brut dans le tube Falcon apres agitation (cf. Chapitre 3, § 6.2.1
Mesure du pH).

- Centrifugation de 1,5 mL de lixiviat dans 2 tubes Eppendorf a 13 400 rpm pendant 10 min
(Minispin, Eppendorf), puis extraction du surnageant avec une pipette munie d’un cone a
usage unique. Le surnageant de chaque tube est introduit dans un second tube Eppendorf de 2
mL.

- Congélation des 3 tubes (2 Eppendorfs et un Falcon) préalablement étiquetés (bouteille,
date, type d'échantillon) (1 brut, 1 culot de centrifugation, 1 surnageant de centrifugation)
pour analyses ultérieures. La congélation a -20°C a pour but de conserver les échantillons en
|'état.

Prélevement (&

g =e LU

15ml

Centrifugation de B1
puis transfert du surnageant dans 31
Falcon de 50 mL

Congelation des tubes

Figure 56 : Protocole de I'échantillonnage du lixiviat.
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- Préparation des effluents réalisée chaque semaine. Depuis leurs prélévements, les effluents
sont stockés en chambre froide a 4°C dans des bidons en inox. Chaque semaine, la quantité
nécessaire a l'injection est prélevée dans ces bidons. Avant tout prélévement, les effluents sont
agités afin de permettre aux prélévements d'étre homogenes. Ils sont transférés dans des
bouteilles en verres. La boue digérée de station d'épuration est passée sur un tamis (@ de 2
mm) pour €viter au systéme d'injection de la colonne de se retrouver obstrué. Les deux autres
effluents ne nécessitent pas cette étape. Régulierement, des échantillons des effluents sont
prélevés pour évaluer leurs évolutions au cours du temps.

- Injection d'effluents réalisée chaque semaine. 200 mL d'effluents sont injectés sur le haut
du massif de déchets. Pour ce faire, l'effluent est introduit dans une ampoule de coulée
graduée de 1000 mL. Cette ampoule est ensuite reliée a une pompe péristaltique qui permet
d'injecter la quantité désirée d'effluents dans chacune des colonnes.

Les données continues et les données relevées lors des opérations de dégazage et de
prélevements/injection de liquide sont entrées dans un tableur Excel qui permet de traiter
'ensemble des informations.

6. Méthodes analytiques

6.1. Analyse du biogaz

6.1.1. Analyse de la composition du biogaz

La composition du biogaz est analysée a 'aide d'un appareil de micro-chromatographie
portable en phase gazeuse (Varian CP4900) dit pnGC. L'analyse se déroule directement dans la
bouteille grace a un montage qui relie le puGC a une aiguille (@ = 0,45 mm) insérée dans le
microcosme a travers le septum (ou directement dans le sac tedlar grice a une connexion
spécifique). L’instrument permet de lancer jusqu'a 15 analyses a la suite via 1'utilisation d'une
séquence d'analyse et d’un systeme d’injection multivoies. Chaque analyse est réalisée 2 fois
pour €liminer les gaz qui auraient pu contaminer le systeme d'injection.

Le puGC utilisé est équipé de quatre colonnes d'élution montées en paralleles qui
permettent de séparer et de quantifier les gaz suivants : Oy, Na, CHa, COz, N,O, st NH3 Le
détecteur est un détecteur a conductivité |
thermique (TCD), c'est-a-dire qu'il renvoie un
signal correspondant a la différence de
conductivité thermique entre les composés de
I'échantillon et le gaz vecteur. La sensibilité
dépend de la différence de conductivité
thermique entre les gaz de I'échantillon et le
gaz vecteur, c'est pourquoi, I'hélium est utilisé
comme gaz vecteur sur 3 colonnes d'¢lution et
1'Argon sur la colonne permettant de visualiser
le pic de NHs.

Figure 57 : Photographie du nGC et de son dispositif d'injection.

L'étalonnage du nGC est réalis¢ régulicrement avec trois mélanges de gaz : un mélange
de 5 % NHj et de 95 % N, (Linde Gas SA), un mélange de 38 % CO,, 2 % Ha, 0,5 % H,S, 6,5
% N2, 3 % N20, 50 % CH4 (Air products) et un mélange de 95 % N, et de 5 % H, (Linde Gas
SA).
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6.1.2. Mesure de la composition isotopique du biogaz

Les compositions isotopiques du méthane et du dioxyde de carbone sont analysées a
l'aide du couplage entre un chromatographe en phase gazeuse (Trace GC Ultra, Thermo
Electron Corporation, USA), un four de combustion (Finnigan GC combustion III, Thermo
Electron Corporation, USA) et un spectrometre de masse isotopique (Delta plus Isotope Ratio
Mass Spectrometer, Thermo Electron Corporation, USA). L'ensemble (GC-C-IRMS) est
équipé d'un passeur automatique (Triplus AS, Thermo Electron Corporation, USA).

Figure 58 : Photographie de la plateforme d'analyse isotopique du Cemagref.

Le couplage chromatographie en phase gazeuse-combustion-spectrométriec de masse
isotopique (GC-C-IRMS) est représenté Figure 59. L'injection est réalisée par le passeur
automatique (Triplus AS, Thermo Electron Corporation, USA) qui vient prélever le gaz
directement a travers le septum des vacutainers. A cette fin, il est équipé d'une seringue a gaz
de 100 pL de capacité. Le chromatographe en phase gazeuse (GC) est quant a lui équipé d'une
colonne (Paraplot Q) qui permet de séparer les gaz (CH4 et CO,). Les parametres utilisés pour
réaliser cette séparation sont, au niveau de l'injecteur, 'utilisation du mode split avec un ratio
de 20 a une température de 150°C. En ce qui concerne les parametres du four du GC, le
programme utilisé est le suivant : 3 min a 35°C puis une montée en température de 60°C par
minute jusqu'a 180°C suivie d'un plateau de 24 secondes a 180°C. Le flux de gaz vecteur
(hélium) dans la colonne est constant et fixé a 1,8 mL.min"'. Ensuite, ces gaz passent dans le
four capillaire de combustion (constitué d'un tube de quartz rempli d’oxyde de cuivre porté a
940°C) ou ils sont transformés en CO, D'autres composés tels que de 1'eau ou des oxydes
d'azote peuvent également étre formés. Les oxydes d’azote sont réduits en N, par passage a
travers un four capillaire rempli de cuivre porté a 600°C. L’eau est ensuite éliminée grace a
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une membrane hygroscopique (piege a eau). Le CO; résultant de la combustion de chaque
compos¢ carboné ainsi purifié est introduit dans la source a impact électronique du
spectrométre de masse isotopique. Le CO; ainsi ionisé est chargé positivement. Les ions CO;"
sont accélérés et projetés sous forme d'un faisceau tres fin dans un champ magnétique ou ils
sont déviés sur différentes trajectoires circulaires en fonction de leur rapport masse sur
charge. Les différents isotopes du carbone sont ensuite détectés par trois collecteurs distincts
(3 cages de faraday) placés sur la trajectoire des ions de masse m/z 44, 45, 46. Un
amplificateur reli¢ aux collecteurs permet d'amplifier les signaux électriques qui dépendent de
la quantité d'ions collectés. Ces signaux sont ensuite transmis a un ordinateur ou ces données
sont analysées et les rapports isotopiques 45/44 et 46/45 sont déterminés et comparés a ceux
d'un gaz de référence (étalonné par rapport au standard international) introduit en début et fin
d'analyse. Ces données permettent de calculer le rapport *C/**C de chaque composé présent
dans le mélange. Chaque analyse est réalisée 3 fois pour s’assurer de la bonne répétabilité de
la mesure.

INTERFACZE DE COMBUSTION

ANALYZEUR
MAGHNETIGIUE

FOUR DE REDUCTION

FIEGE A EAL)

SOURCE

FOUR D'OXY DATION

MR
mi 44 45 46

INJECTEUR DETECTEURS

.

COLOMNE

CHROMATOGRAPHE EN PHASE GAZEUSE

Figure 59 : Représentation schématique du couplage chromatographie en phase gazeuse - spectrométrie
de masse isotopique.

6.2. Analyse du lixiviat

6.2.1. Mesure du pH

Le pH est mesur¢ lors de chaque prélevement liquide dans 1’échantillon brut. La mesure
est réalisée avec un pH-metre 1Q160 de résolution 0,01. L'échantillon est agité, puis la sonde
est plongée dans le lixiviat tout en étant lentement agitée jusqu'a stabilisation de la mesure.

6.2.2. Mesure du Carbone Dissous (COD/CID)

Le CID et le COD sont analysés sur les surnageants des €chantillons centrifugés. La
norme utilisée est la norme NF EN 1484. Une acidification de 1'échantillon permet de
transformer le carbone inorganique en dioxyde de carbone, qui est détecté par un analyseur
infrarouge a double faisceau. Une oxydation est alors faite au persulfate de potassium a 95°C
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de facon a transformer le carbone organique en dioxyde de carbone. L'appareil utilisé est un
analyseur BIORITECH model 1010. La calibration est faite en 3 points (0, 10 & 50 mgC.L™
de solution de phtalate de potassium).

6.2.3. Mesure des AGV

Les concentrations en AGV (acide lactique, formique, acétique, propionique, butyrique,
isobutyrique) sont déterminées par chromatographie ionique (Dionex DX-120) sur les
surnageants conservés a -20°C. Le chromatographe est équipé¢ d'une colonne échangeuse
d'ions IONPAC® ICE-ASI (9*%250 mm) et la détection est réalisée par conductimétrie. Les
éluents employés sont l'acide heptafluorobutyrique 4 0,4 mmol.L™’ et le TBAOH a
5 mmol.L™. Les calibrations sont faites entre 10 et 500 mg.L™" d'’AGV. Les échantillons sont
injectés a I'aide d'un autosampler (Dionex, A550).

6.2.4. Mesure des cations

Les concentrations en cations (NH4', K, Ca2+, Mg2+, Na") sont déterminées par
chromatographie ionique (Dionex DX-120) sur les surnageants conservés a -20°C. La norme
NFT 90-048 a ¢été utilisée. Le chromatographe est équipé d'une précolonne NG-1. La
précolonne et la colonne échangeuse de cations sont respectivement IONPAC® CG16 (5*50
mm) et IONPAC® CS16 (5*250 mm). L'éluant employé est I'acide méthane sulfonique a 30
mmol.L™". Les calibrations sont faites entre 5 et 100 mg.L™" de cations. Les échantillons sont
injectés a 'aide d'un autosampler (Dionex, A550).

6.2.5. Mesure de la composition isotopique du carbone de I'acétate

Les analyses de la composition isotopique de 1'acétate ont été réalisées au Max Planck
Institute (MPI) for Terrestrial Microbiology dans le département de Biogéochimie par M.
Peter Claus et le Prof. Ralf Conrad. Deux types d'analyses différentes y ont été réalisés.

6.2.5.1. Mesure de la composition isotopique globale du carbone de I'acétate (moyenne
des deux atomes de carbone)

Le dispositif utilisé au MPI pour réaliser ces analyses a déja été décrit (Penning, Tyler et
al. 20064d) et est rappelé succinctement ci-apres.

Les instruments utilisés sont un IRMS de type Finnigan Delta Plus Advantage (Thermo
Fisher Scientific, Bremen, Germany), une pompe-HPLC de type Spectra System P1000
(Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, USA) et une interface LC-IRMS de type Finnigan
LC IsoLink (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany). Les paramétres du HPLC sont :
Phase mobile : 2 mM H,SOs; Colonne HPLC : Aminex HPX-87H (Bio Rad, Hercules, CA) ;
Température : 35 °C; Flux : 300 pL.min". Les paramétres de l'interface sont : Pompe de
réactif 1 : 50 g.L'1 NayS,04, Flux : 50 pL.min"1 ; Pompe de réactif 2 : 1,5 mol.L™! H;POy,
Flux: 50 pL.min"' ; Température : 99 °C)

6.2.5.2. Mesure de la composition isotopique du carbone du groupement méthyle de
I'acétate
Le dispositif utilisé au MPI pour réaliser ces analyses est décrit par Penning en 2006
(Penning, Tyler et al. 2006d) et est rappelé succinctement ci-apres.

L'acétate de 1'échantillon liquide est purifi¢ par HPLC qui collecte la fraction d'acétate.
L'échantillon purifié est ensuite ajouté a une solution concentré de NaOH et séché sous vide
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dans un tube en Pyrex. Les réactifs séchés sont pyrolisés sous vide a 400°C ce qui permet la
conversion des carbones des groupements carbonyle en dioxyde de carbone et celui des
groupements méthyle en méthane. Les gaz sont ensuite analysés par GC-C-IRMS.

6.3. Analyses microbiologiques

6.3.1. Extraction d'ADN

Les culots des échantillons prélevés et centrifugés dans les incubations décrites
précédemment sont utilisés pour I’extraction de ’ADN selon le protocole décrit dans le kit
commercial QiaCube (QIAamp® DNA Stool Handbook) (Annexe 3).

6.3.2. PCR-ARISA

L'ADN extrait a été¢ amplifié par PCR (Polymerase Chain Reaction) en utilisant les
amorces (Tableau 29) :

o Archées 1389F pour des genes 16S rRNA (Loy, Lehner et al. 2002) et 71R
pour des genes 23S rRNA (Casamayor, Massana et al. 2002), ce qui va
amplifier la région intergénique située entre le 16S et le 23S.

e Bactéries ITSF - ITSREub pour les Bactéries

Tableau 29 : Amorces utilisées pour la PCR pré-ARISA.

Groupe Séquence Position

, A iy
Nom ciblé ciblée E.colil Séquence (5'-3") Référence

ITSF ) 16S 1423-1443 GTCGTAACAAGGTAGCCGTA (Cardinale, Brusetti et
Bacteria 1 2004

ITSREub 23S 38-23 GCFCAAGCATCCACC at. )
16S  1389-1406 ACGGGCGGTGTGTGCAAG (Loy, Lehner et al.

1389F 2002)

Archaea (Casamayor, Massana et

7R 23S 71-92 TCGGYGCCGAGCCGAGCCATCC al. 2002)

La PCR a été réalisée selon le kit de Takara (Annexe 4). Pour cela, 1 pL. d'ADN est
mélangé a du Tampon PCR 1X, 0,025 Unités.uL" de Taq polymérase, 0,2 mM de dNTP
chacun (kit TaKaRa Ex Taq, TAKARA BIO INC.), 0,5 pg.mL" de T4 gene 32 Protein
(BioLabs) et 0,4 uM de chaque amorce pour un volume final de 25 pL. Le profil de
températures utilisé sur un thermocycleur (ABI 9700) est le suivant :

Archées :
e Avant les cycles, 94°C pendant 5 min pour activer I’enzyme Taq polymérase,

e 94°C pendant 1 min (phase de dénaturation), 75 eveles
e 54,8°C pendant 1 min (phase d’hybridation des amorces), so};t
e 72°C pendant 2 min (phase d’élongation), effectuds
e 72°C pendant 10 min (phase d’élongation finale).

Bactérie :

e Avant les cycles, 94°C pendant 5 min pour activer I’enzyme Taq polymérase,

e 94°C pendant 1 min (phase de dénaturation), 35 cycles
e 54,5°C pendant 1 min (phase d’hybridation des amorces), sont

e 72°C pendant 2 min (phase d’élongation), effectuds
e 72°C pendant 10 min (phase d’élongation finale).
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La méthode ARISA (Automated rRNA Intergenic Spacer Analysis) cible la région ITS
(Intergenic transcribed spacer) située entre le gene de ARNr 16S et 23S. Cette région
présente une hétérogénéité tres élevée de taille et de composition en bases nucléotidiques
(Fisher et Triplett 1999). Ces types de variations permettent de distinguer les micro-
organismes phylogénétiquement proches. Un profil de la communauté microbienne est obtenu
par une séparation électrophorétique des produits de PCR marqués par un fluorophore et
ensuite par une détection sensible par laser sur un séquenceur automatisé. Fisher et Triplett
(Fisher et Triplett 1999) ont rapporté que la taille des fragments ITS se trouve dans une
gamme allant de 400 a 1.200 bp dans une étude de la diversité microbienne de trois
environnements d’eau douce. Le principe de la technique ARISA est expliqué sur la Figure
60.

ADN extrait de la communauté microbienne
'L
g
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&=}
L I
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Figure 60 : Schéma de principe de I'ARISA.

Les produits de PCR sont séparés par électrophorese en fonction de leur taille en suivant
le protocole Agilent DNA 7500 Kit (Agilent Technologies Inc., CA) (Annexe 5), puis
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analysés par le logiciel Agilent 2100 Bioanalyzer (AgilentTechnologies Inc.). Le fichier de
sortie du programme est un gel de migration et un électrophoregramme. La taille des bandes
est déterminée par comparaison avec les €lectrophoregrammes obtenus pour des fragments
¢talons de tailles connues (ladder). L'aire des pics est également calculée par le logiciel.

6.3.3. FISH

Afin de visualiser in situ les populations pré-identifiées, la méthode FISH a été utilisée.
Comme toute hybridation moléculaire, cette technique est basée sur 1’appariement par liaison
hydrogeéne de séquences complémentaires de la sonde et d’acides nucléiques recherchés.
L'hybridation sur cellules enti¢res est une technique qui permet d’observer 1’image du micro-
organisme au sein d’un échantillon complexe et de 1’identifier. Le principe de la technique
FISH est expliqué sur la Figure 61.
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Figure 61 : Schéma de principe du FISH.

Les sondes ciblant I’ARNr16S sont des oligonucléotides d’ADN, complémentaires de
"séquences signatures". Les séquences des sondes a utiliser sont déterminées par des logiciels
s'appuyant sur une base de séquences d’ARN ribosomiques 16S. Les sondes utilisées sont
marquées par un fluorophore pour permettre leur visualisation. Les trois colorants
fluorescents utilisés couramment sont le Cyanine 3 (Cy3), le Cyanine 5 (Cy5) et la
fluorescéine (FITC). Avant utilisation d'une sonde, I’optimisation des conditions de stringence
est essentielle pour obtenir une hybridation de bonne qualité et empécher les hybridations
aspécifiques.
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6.3.3.1.

Au préalable, les culots utilisés sont fixés au paraformaldéhyde 4 % (PFA). Pour cela,
les culots sont repris dans 0,5 mL de solution saline 1X (PBS 1X) et 1,5 mL de PFA 4 %
frais. Apres une incubation a 4°C de 15 minutes pour les échantillons thermophiles, ou d'une
heure pour les échantillons mésophiles, une centrifugation de 10 minutes a 13400 rpm est
réalisée. Le surnageant est alors éliminé et les culots sont lavés dans 0,5mL de PBS 1X avant
d'étre centrifugés 10 minutes a 13400 rpm. Le surnageant est éliminé et le culot conservé a -
20°C dans 0,5 mL de PBS 1X et 0,5 mL d'éthanol 95 %.

Fixation

6.3.3.2.

Pour l'hybridation, 10 pL d'échantillon fixé sont déposés sur une lame (Thermo
Scientific) avant d'étre mis a sécher a 46°C. Une fois I'échantillon sec, la lame est placée dans
trois bains successifs de plus en plus concentrés en éthanol (50 %, 80 % et 96 %) pendant 3
minutes chacun. Les échantillons sont séchés apres le dernier bain et 10 pul. de solution
d'hybridation (NaCl 0,9 M ; Tris-HCI 0,02 M pHS ; formamide ; SDS 0,02 %) ainsi que la
sonde (50 ng.L™") sont ajoutés. L'hybridation se déroule & 46°C pendant 1h30. La lame est
ensuite placée dans la solution de ringage (TrisHC1 0,02 M ; NaCl 0,102 M ; EDTA 0,005 M ;
50 uL SDS 10 %) et est mise a incuber 10 minutes au bain-marie a 48°C. Enfin, I'échantillon
est rincé avec de I'eau distillée puis séché (Annexe 6).

Hybridation

Pour la détermination des micro-organismes, différentes sondes ont été utilisées. A
chaque sonde correspond un pourcentage en formamide de la solution d'hybridation. Le
Tableau 30 récapitule I'ensemble de ces informations.

Tableau 30 : Sondes oligonucléotides utilisées en FISH.

Position

Formamide

Nom Séquence 5'-3' E.colil * Groupe ciblé (%) Référence

. (Amann, Binder et al.
EUB338 GCTGCCTCCCGTAGGAGT 338-355 Bacteria 0-50 1990)
ARC915 GTGCTCCCCCGCAATTCCT 915-934  Majorité des Archaea - (Crocetti, Murtoz‘;)to‘g)'
MS1414 CTCACCCATACCTCACTCGGG 1414-1435  Methanosarcinaceae 50 (Raskin, Str;)lm }%Z;
hMS1395 GGTTTGACGGGCGGTGTG 1395-1412  MS1414 helper i (Crocett, Murt"zeoto‘g)'
hMS1480 CGACTTAACCCCCCTTGC 1480-1497  MS1414 helper - (Crocett, Murt";go‘g)'
MX825 TCGCACCGTGGCCGACACCTAGC — 825-845  Methanosaetaceae 50 (Raskin, Str;;“;%j;
MX1361 ACGTATTCACCGCGTTCTGT 1361-1380  Methanosaetaceae 25 (Crocetti, Murtozez)toagl).
MG1200b-A CAGATAATTCGGGGCATGCTG . . (Crocetti’ Murto et al.
MGI200b-G  CGGATAATTCGGGGCATGCTG 20071220 Methanomicrobiales 20 2006)

* toutes les sondes cibles I'ARNr 16S

6.3.3.3.

Pour 'observation, la lame est montée, c'est-a-dire que sur chaque échantillon est ajouté
une goutte de citifluor (Biovalley) (utilis€ comme milieu de montage, ou comme additif pour
les échantillons), une lamelle est déposée et une goutte d'huile d'immersion est ajoutée avant
I'observation. Les échantillons sur lame sont analysés a 1’aide d’un microscope confocal

Observation au microscope confocal a balayage laser
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(Axiovert 200M, Zeiss) a balayage laser. L'acquisition et le traitement des images sont ensuite
réalisés en utilisant le logiciel ZenLightEdition.

6.3.4. NanoSIMS

6.3.4.1. Principe

Lors des analyses NanoSIMS, la démonstration formelle de 1’implication d'un micro-
organisme dans un processus biogéochimique particulier repose sur la mise en évidence in
situ simultanée de 1’hybridation d’une sonde nucléique (technique FISH), qui révele I’identité
du micro-organisme, et de 1I’incorporation cellulaire de 1’isotope rare avec lequel le composé
dont on veut étudier le devenir est marqué, qui témoigne de sa fonction métabolique. Dans le
cadre des travaux de these, un couplage direct entre NanoSIMS et FISH a été utilisé pour
visualiser in situ a la fois I’identité et la fonction des micro-organismes (technique SIMSISH,
(L1, Wu et al. 2008))

La technique de spectrométrie de masse d’ions secondaires (SIMS) permet d’obtenir
une cartographie en deux dimensions de la composition atomique et isotopique de la surface
d’un échantillon. Initialement, la technique SIMS permettait d'obtenir des informations
spatiales sur la composition isotopique moléculaire des matériaux (Pacholski et Winograd
1999). Cette technique a été introduite dans les années 1960 par Castaing et Slodzian
(Castaing et Slodzian 1962), et deux types de SIMS sont disponibles (statiques et
dynamiques). La spectométrie de masse d’ions secondaires statique est généralement utilisée
pour obtenir une information moléculaire et de surface (moins de 1 nm de profondeur), tandis
que la SIMS dynamique est en routine utilisée pour acquérir l'information ¢élémentaire et
isotopique de la partie superficielle de quelques nm de 1'échantillon (Adams, Van Vaeck et al.
2005). Le Cameca NanoSIMS50s (Cameca) (Slodzian, Daigne et al. 1992) représente
actuellement la derni¢re génération de SIMS dynamique. C'est cet instrument qui a été utilisé
dans le cadre de ce travail.

Le procédé d'analyse de surface, connu sous le nom de SIMS, consiste a bombarder en
continu la surface de I'échantillon a analyser avec un faisceau d'ions énergétiques. Un faisceau
primaire de Cs" ou O est utilisé pour renforcer la formation des ions négatifs ou positifs,
respectivement, ce qui aboutit a la pulvérisation de la surface supérieure de 1'échantillon et,
par conséquent, a la libération des ions secondaires (Figure 62). Ces ions secondaires sont
triés sur la base de leur énergie dans le secteur électrostatique de l'instrument, avant d'étre
dispersés dans un spectrometre de masse en fonction de leur rapport masse/charge. Par
l'acquisition d'une série de spectres point par point a la surface de I’échantillon, une
cartographie peut étre produite pour une masse atomique choisie. L'information des rapports
isotopiques sur une région d'intéréts peut étre obtenue. Du fait de la pulvérisation de la surface
de 1'échantillon, la technique permet la reconstitution de "profils en profondeur" jusqu'a une
profondeur de 10 micrométres. Le systéme est maintenu sous ultravide (typiquement 107°
Torr dans la chambre d'analyse) pour €viter les interférences atmosphériques avec des ions
primaires et secondaires.

Un premier test de couplage entre SIMS et FISH a été effectué par Orphan et a/. sur un
¢chantillon de sédiment marin, pour identifier les groupes fonctionnels intervenant dans
I’oxydation anaérobie du méthane (Orphan, House et al. 2001). Cependant, la résolution du
SIMS a I’époque n’était pas suffisamment €levée pour permettre une mesure a I’échelle d’un
micro-organisme. En conséquence, les analyses SIMS n’étaient réalisées que sur des agrégats
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de cellules. En outre, le signal de FISH et la mesure de SIMS ont été acquis par deux analyses
séparées. Une relocalisation €tait alors nécessaire.
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Figure 62 : Schéma du NanoSIMS.
Source : F.J. Statermann, Washington University, St Louis, Missouri,
http://presolar.wustl.edu/nanosims/schematic.html

Aujourd'hui, grace a de récents développements technologiques, le NanoSIMS présente
une résolution spatiale de 50 nm tout en maintenant une trés bonne sensibilité a haute
résolution en masse (Guerquin-Kern, Wu et al. 2005). Cet instrument offre également la
possibilité¢ d’effectuer I’acquisition de cinq images ioniques en paralleles. Il est ainsi possible
de mesurer, en plus de la composition isotopique, I’enrichissement de la zone d’analyse en tel
ou tel atome avec une précision de 0,01 % (Peteranderl et Lechene 2004). La visualisation
simultanée de l’identité des micro-organismes, grace a I’hybridation de sondes nucléiques
spécifiques (marquées a 1’aide d’un atome peu présent dans la biomasse tel que le fluor,
brome ou I’iode), et de leur fonction (incorporation d’isotopes stables) peut ainsi étre
effectuée simultanément sur un NanoSIMS. En résumé, le couplage NanoSIMS-FISH permet
non seulement de savoir si les souches suspectées sont bien impliquées dans la dégradation du
compos¢, mais aussi de savoir si d’autres micro-organismes ne sont pas également impliqués
dans le processus (zones enrichies en °C mais pas en l'atome d'halogéne incorporé dans la
sonde nucléique utilisée).
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6.3.4.2. Préparation de l'échantillon

Les échantillons (issus d'expériences utilisant un substrat marqué en °C) utilisés pour
le NanoSIMS sont traités de la méme maniere que pour le FISH, c'est-a-dire qu'ils doivent
étre fixés au PFA avant d'étre hybridés. La différence majeure des échantillons préparés pour
le NanoSIMS, par rapport a ceux préparés pour le FISH, est le support sur lequel 1'échantillon
est fixé. Des puces de silicium a haute pureté (7x7 mm) (Silicon Quest International) sont
utilisées comme support. Le processus d'hybridation est identique a celui du FISH hormis
|'étape de lavage qui passe de 10 a 15 minutes. Les sondes utilisées présentent les mémes
caractéristiques que les sondes FISH (Tableau 30), cependant elles sont marquées avec de
l'iode, du brome ou du fluor afin de pouvoir étre visualisé€es par la technique NanoSIMS.

La bonne hybridation des sondes sur les micro-organismes ciblés est ensuite vérifiée
par la visualisation au microscope du signal du fluorophore incorporé aux sondes (le Cyanine
3 également appelé Cy3). Si I'hybridation est convenable, un repérage des zones d'intéréts est
réalisé (prise de photo et repérage des coordonnées XY) et 1'échantillon est ensuite analysé sur
le NanoSIMS de 1'Institut Curie (Orsay, France).

6.3.4.3. Analyse de I'échantillon

Les analyses NanoSIMS présentées dans le cadre de ce manuscrit ont été réalisées en
collaboration avec M. Ting-Di Wu et le Dr. Jean-Luc Guerquin-Kern au sein de 1'unité de
recherche Imagerie intégrative: de la molécule a I'organisme de 1'Institut Curie et de 1'inserm.

Les carrés de silicium sont introduits dans le NanoSIMS puis, a I'aide des photos en
lumiére blanche et des images issues des repérages préliminaires, les zones d'intéréts de
chaque échantillon hybridé sur carré de silicium sont repérées. Le bombardement de
I'échantillon peut commencer. Suite au bombardement avec les ions Cs', différents types
d'ions secondaires sont &jectés et peuvent €tre collectés. Plusieurs images sont ainsi obtenues
(CN, Br, 1, S, O, “C et °C).

Par la suite, le pourcentage de carbone 13 est calculé grace au logiciel Image J (Image
Processing And Analysis in Java) (Wayne Rasband, USA) & partir des images °C et °C et
d'apres la formule suivante:

Abondance *C = (®C)/ (*C + °C) x 100 % (Li, Wu et al. 2008).
Equation 10

Apres avoir sélectionné le micro-organisme désiré, nous dessinons son contour sur
. . .. , . . 1
l'image avec les outils du logiciel, et Image J détermine ensuite le pourcentage de °C moyen
de la cellule.

Nous avons donc au final des informations micro-organisme par microorganisme sur
leur identité grace a la localisation des atomes d'halogéne incorporés aux sondes et sur
l'incorporation des substrats grace a la détermination de l'abondance en carbone 13. Les
résultats ainsi obtenus en °C permettront de comparer les valeurs de °C entre les différents
échantillons.

Grace au couplage avec l'hybridation in situ de sondes nucléotidiques spécifiques, la
technique NanoSIMS-FISH est développée pour simultanément identifier un micro-organisme
et mesurer son enrichissement isotopique. Ceci fournit une possibilité de caractériser la
physiologie de groupes phylogénétiques de micro-organismes non cultivables, a travers le
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suivi de I'évolution de leurs enrichissements isotopiques résultant de l'assimilation d'un
substrat marqué.

6.3.5. Clonage / Séquencage

6.3.5.1. Clonage

Le geéne codant pour I'ARNr 16S archées ou bactérie est amplifié¢ sur les ADN extraits
des différents échantillons. Le mélange réactionnel pour la PCR est le méme que celui utilisé
pour la PCR-ARISA. Le programme PCR est identique pour les archées et les bactéries et est
le suivant :

Archées et Bactéries
e Avant les cycles, 94°C pendant 2 min pour activer I’enzyme Taq polymérase,

e 94°C pendant 30 sec (phase de dénaturation), 25 cycles
e 60°C pendant 30 sec (phase d’hybridation des amorces), sont

e 72°C pendant 30 sec (phase d'élongation), offectuds
e 72°C pendant 10 min (phase d’élongation finale).

Les amorces nécessaires sont 27F-1390R pour les bactéries et 21F-1390R pour les
archées (Tableau 31). L'amplification est vérifiée sur gel d'agarose 1 % contre un marqueur de
taille 1kb (Sigma). La taille attendue pour 1'échantillon est d'environ 1400 pb.

Tableau 31 : Amorces utilisées pour le clonage.
Groupe Séquence

Nom o rs oo Séquence (5'-3") Référence
ciblé ciblée
27F Bactéries 16S AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
21F Archées 16S TTCCGGTTGATCC(CT)GCCGGA
1390R Universelle 16S GACGGGCGGTGTGTACAA
M13F ® ® GTAAAACGACGGCCAG Invitrogen
M13R pCR™4-TOPO CAGGAAACAGCTATGAC Invitrogen

Si le fragment obtenu a la taille attendue, il est alors ligué au plasmide pCR*4-TOPO®
(cf. Figure 63) selon le protocole du kit TOPO TA" cloning (Invitrogen). 4 pL d'ADN est
mélangé a une solution saline (0,2 M NaCl, 0,01 M MgCl,) et a 1,67 ng.uL" de plasmide,
pour un volume final de 6 pL. Apres une incubation de 5 minutes a température ambiante, 2
uL sont ajoutés a des cellules thermo-compétentes. Un choc thermique est réalisé par transfert
des tubes de la glace a 42°C pendant 30 secondes, suivi d'un retour sur glace. Du milieu
S.0.C (2 % tryptone, 0,5 % extraits de levure, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10
mM MgSO4, 20 mM glucose) est ajouté aux cellules transformées avant d'étre incubé sous
agitation a 37°C pendant 1 heure. Une fois l'incubation terminée, 100 uL du mélange est étalé
sur du milieu LB-agar et ampicilline (50 ug.mL™") et est incubé toute la nuit & 37°C. Sur les
différentes colonies qui ont poussées sur la boite, 96 clones sont repiqués sur le milieu LB-
agar et ampicilline et remis a incuber toute la nuit a 37°C.
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LacZax initiafion codon o
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COCCATTTAN CTTAAGCGEE ATATCACTCA GUATRATGTT ARGTGRCCGHE CRGCRARATG

Figure 63 : Carte du plasmide pCR®4-TOPO® (Invitrogen).

Chacun de ces clones sont analysés par PCR. Le mélange réactionnel est constitué de
Tampon PCR 1X, 0,025 Unités.uL" de Taq polymérase, 0,2 mM de dNTP chacun (kit
TaKaRa Ex Taq, TAKARA BIO INC.) et 0,4 uM de chaque amorce pour un volume final de
25 pL. Les amorces utilisées sont celles du plasmide, M13F et M13R (cf. Tableau 31). Le
programme PCR est le suivant :

e Avant les cycles, 94°C pendant 2 min pour activer I’enzyme Taq polymérase,
e 94°C pendant 1 min (phase de dénaturation), 30 cycles

e 55°C pendant 1 min (phase d’hybridation des amorces), sont

e 72°C pendant 1 min (phase d'élongation), effectuds

[ ]

72°C pendant 7 min (phase d’¢longation finale).

Les amplifications sont vérifices sur gel d'agarose 1 % contre un marqueur de taille 1 kb
(Sigma) et la taille attendue de 1'échantillon est environ 1500 pb. Les clones ayant la taille
attendue sont alors incubés dans du milieu LB-glycérol 20 % et sont envoy€s a séquencer
chez Bekman Coulter Genomics.

6.3.5.2. Séquencage

Le séquengage est réalisé par la société Bekman Coulter Genomics par la méthode de
Sanger (http://www.beckmangenomics.com/genomic_services/dna_sequencing.html).

6.3.5.3. Traitements des résultats

Les séquences d'ARNr 16S des 96 clones obtenues pour chaque échantillon ont été
comparés avec la base de données complete ARB-SILVA (SSU _ref NR 102) et la présence
de séquences chiméres a été controlée en utilisant 1'outil CHECK-CHIMERA, disponible sur
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"Ribosomal Database Project release 8.1" (http://rdp.cme.msu.edu/). Une premicre affiliation
des séquences a ¢été réalisée par le programme de classification "RDP II online classifier
program", prenant en considération les affiliations avec un intervalle de confiance de 95 %.
Une analyse phylogénétique plus précise a ensuite été réalis€é en utilisant les logiciels
disponibles sur le site phylogenie.fr (http://www.phylogeny.fr/) (alignement des séquences sur
MUSCLE, Affinage des alignements sur Gblocks, Réalisation de l'arbre sur PhyML). La
visualisation de 'arbre a été réalisée sur figtree.

6.4. Analyse des solides

6.4.1. Analyse élémentaire

La quantité de carbone et d’azote contenue dans les échantillons solides est analysée
sur un échantillon broyé et séché a 105°C. La quantité de déchets mise dans les nacelles en
aluminium pour I’analyse par analyseur élémentaire (Elementar, VARIO EL III, Bioritech) est
d’environ une dizaine de milligrammes. Chaque analyse a ét¢ faite au moins en triplicat.

6.4.2. Teneur en eau, matieres seches et pertes au feu

Les échantillons a analyser sont séchés a 105°C dans des coupelles en porcelaine afin de
déterminer la teneur en eau (masse d’eau sur masse de déchets humides) et en Maticres
Seéches (MS) (masse de déchets secs sur masse de déchets humides). Ces essais ont été
réalisés en triplicat. Le protocole utilisé correspond a la norme NF EN 12880 pour la
caractérisation des boues.

Apres séchage a 105°C, chaque résidu est passé a 550°C pendant 90 minutes. La
coupelle est mise dans un dessiccateur. Lorsque 1’échantillon est & température ambiante, la
masse est mesurée. L’échantillon est alors remis a 550 C. L’opération est renouvelée jusqu’a
obtention d’une masse constante. Le résidu obtenu dans la coupelle (résidu de calcination)
correspond aux Matieres Minérales (MM). Ces essais ont €té réalisés en triplicat. Le protocole
utilisé correspond a la norme NF EN 12879 pour la caractérisation des boues.

6.5. Calculs

6.5.1. Calcul de production

Le calcul de la production de biogaz est réalisé¢ sous Excel. L'ensemble des données
collectées lors des suivis des pilotes est entré dans le logiciel qui les enregistre et qui permet
de les exploiter. Dans la suite de cette section, seuls les calculs de production de biogaz sont
détaillés (cf. Annexe 7). Tout d'abord, afin de connaitre le volume du ciel gazeux des
bouteilles, il faut tenir compte des préleévements de lixiviats et de la transformation des
composés solides en AGV et en biogaz.

J
Vciel (.]) = Vciel (0) + Z (I/lixi (k - 1) +Vdégmd (k))
k=1
Equation 11

V.a(j) : Volume du ciel gazeux de la bouteille au jour j.

V.e(0) : Le volume du ciel gazeux initial. Il a été calculé en soustrayant au volume total de la
bouteille le volume de liquide introduit et le volume propre des déchets en tenant
compte de leur porosité.

Vini(K) : Volume de lixiviat prélevé au jour k pour l'analyse des lixiviats. Le volume prélevé
au jour k est comptabilisé au jour suivant et non le jour méme car le prélévement est
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réalisé apres analyse du ciel gazeux pour éviter que le septum en caoutchouc soit
humidifié¢ et endommage le pGC.

Vegraa(K) : Variation de volume due a la transformation du déchet solide en AGV et en
biogaz. On considére cette variation négligeable devant les prélévements de lixiviats.

Calcul du volume du ciel gazeux au jour j.

Comme les dégazages ne sont pas effectucs systématiquement tous les jours a la méme
heure, c'est la production cumulée, correspondant au volume de biogaz, ramenée au Standard
Temperature and Pression* (STP, 0°C, 1 atm), produite depuis le début de 1'expérience qui est
calculée. Pour réaliser ce calcul, le biogaz est assimilé a un gaz parfait.

14

cum _biogaz

J
(j,STP) = Z Vyioga: (K, STP)
k=1

Equation 12

I/vbiagaz (.]9 STP) = Vanalysei,uGC (]7 STP) + Vdégazé (]7 STP) + I/restantidansiciel (-]7 STP) - I/restantidansiciel (-] - 1’ STP)
— 7 J
YT Y
Volume mesuré au jour j Volume restant du jour j-1

V cum_biogaz(jsSTP) : Volume de biogaz produit depuis le jour de lancement de I'incubation.

Vbiogaz(j»STP) : Volume de biogaz produit entre la mesure du jour j et celle du jour j-1.

Vanaiyse nGc(J,STP) : Volume de biogaz prélevé par le pGC lors de I'analyse. Ce volume est
calculé a partir des pressions mesurées avant et apres analyse.

V dégaze(j,STP) : Volume de biogaz dégazé a la seringue a gaz au jour j.

Viestant_dans_ciel(j,STP) : Volume de biogaz restant dans le ciel gazeux aprés analyse le jour j.

Remarque : L'ensemble des volumes est ramené aux STP.

Calcul du volume de biogaz produit au jour j dans une bouteille.

Ensuite, pour obtenir la production cumulée spécifique de chaque gaz, les résultats
obtenus lors des analyses par pGC (cf. Chapitre 3, § 6.1.1 Analyse de la composition du
biogaz) sont utilisés.

J
Veun guz +(JsSTP) = (ZVM (K, STP)] e 1(0,STP)

k=1

E"quation 13

gaz i (]’ STP) = %gaz i (]) * mesuré (]) gaz i (] 1) restant _dans _ciel (] - 1)

V cum_gaz_i(i,STP) : Volume de gaz(i) produit depuis le jour de lancement de 1'incubation.

Vgar_i(J,STP) : Volume de gaz(i) produit entre la mesure du jour j et celle du jour j-1.

Y044, i(j) : Fraction volumique du gaz(i) dans le gaz analysé au pGC au jour j.

Vinesuré(i,STP) : Volume de biogaz mesuré au jour j. Ce terme correspond a la somme du
volume de biogaz utilisé par le uGC, plus le volume dégazé a la seringue, plus ce qui
reste dans le ciel gazeux apres analyse.

Remarque : L'ensemble des volumes est ramené aux STP.

Calcul du volume de gaz(i) produit au jour j.

6.5.2. Caractérisation des courbes de production cumulée de méthane

Les courbes de production cumulée de méthane peuvent (pour certaines) étre
modélisées en utilisant une équation de croissance de Gompertz modifiée (Zwietering,
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Jongenburger et al. 1990; Lay, Li et al. 1998; Lay, Li et al. 1998; El Hadj, Astals et al. 2009;
Zhu, Gikas et al. 2009).

Pcm(t) = Pcm(o0) x exp(— exp(ﬁm—:e) X (ﬂ - t)) + ID
cm(oo

Equation 14

Equation de croissance de Gompertz modifiée.

Pcm(oo) correspond 4 la production cumulée de méthane a la fin de l'expérience (mL.g" STP);
Rm, est le taux de production maximum du méthane (mL. g'1 STP.jour'l) ; €, I'exponentiel de 1
; A, le temps de latence (jour). Ces parametres sont ajustés en utilisant le solveur d'Excel pour
minimiser la somme des carrés des erreurs entre l'expérience et la modélisation. Les
parametres A, Vm et Pcm(o0) sont ensuite utilis€s pour caractériser et comparer différentes
courbes.

6.5.3. Recalcul de la composition isotopique

Afin d’obtenir la composition isotopique du méthane et du dioxyde de carbone formés
depuis la derniere analyse, il est nécessaire d’effectuer un calcul afin d’éliminer celle des gaz
restant dans le ciel gazeux apres la derniére mesure. La signature isotopique du nouveau gaz
est calculée par rapport a deux points de mesure et a partir de 1'équation bilan suivante :

8, = 1,8, +(1-1,)5,
Equation 15
9, : signature isotopique du gaz nouvellement formé
fn : fraction du gaz nouvellement formé

&, : signature isotopique du gaz lors de la précédente mesure
0, : signature isotopique du gaz lors de la mesure

(Fey, Claus et al. 2004; Penning, Plugge et al. 2005; Penning, Claus et al. 2006¢; Penning et
Conrad 2007)

Recalcul de 1a composition isotopique.

6.5.4. Calcul du facteur de fractionnement apparent

Le facteur de fractionnement apparent se calcule avec la formule (Whiticar, Faber et al.
1986; Whiticar 1999) suivante :

(67C,, +10°)

a{c B = =
0,-CH, app (513CCH4 +103)

Equation 16

Facteur de fractionnement apparent.

Ce parametre permet d'identifier la voie métabolique dominante car il est généralement
admis que lorsque o, est supérieur a 1,065 l'environnement est dominé par la voie CO,-
dépendante et que lorsque o,pp est inférieur a 1,055 I'environnement est dominé par la voie
acétate-dépendante (Whiticar, Faber et al. 1986; Whiticar 1999; Conrad 2005).
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6.5.5. Calcul des facteurs de fractionnement

Le fractionnement isotopique d’une réaction peut étre défini par le rapport des
constantes de vitesse de la réaction pour les deux especes isotopiques. Ce rapport se note o et
s'appelle le facteur de fractionnement. Le fractionnement isotopique d'un substrat et de son
produit de dégradation peut également étre exprimé par le rapport des abondances isotopiques
de ceux-ci.

+10°
+10°

2

a — __substrat
substrat — produit 5

produit

Equation 17

Facteur de fractionnement isotopique.

Dans le cas d'un réservoir de substrat de taille infinie : la composition isotopique du
substrat (513 Caubstrat) 1€ sera pas modifiée par la réaction.
S5C i = 0 °C v T

produit substrat

Equation 18

Composition isotopique du produit si le réservoir de substrat est infini.

Dans le cas d'un milieu clos : la composition isotopique du substrat (8" Cgypstrat) €St
modifiée par la réaction et doit étre prise en compte dans les calculs par utilisation de
I’équation de distillation de Rayleigh.

6.5.5.1. Facteur de fractionnement de la méthanogenése acétoclaste

Le facteur de fractionnement de la méthanogenése acétoclaste peut étre calculé a partir
d'incubation d'acétate. Cette réaction unidirectionnelle entre un réservoir de substrat (I'acétate)
et un produit (Ile méthane) conduit a un fractionnement isotopique cinétique.

substrat — produit

Le modele de distillation de Rayleigh peut étre utilisé pour décrire ce processus. Le
fractionnement "idéal" de Rayleigh nécessite que les deux isotopes soient homogénement
répartis dans un réservoir fini (ce postulat est admis pour nos expériences) (Mariotti, Germon
et al. 1981; Wynn, Bird et al. 2005).

L'équation proposée par Mariotti et al. est utilisée pour calculer l'effet isotopique (&)
associé a la méthanogenése acétoclaste. Sa détermination est réalisée a partir du substrat
résiduel :

5substrat, = 5substrat, 0 + 8[1n(1 - f)]
Equation 19

o

substraz.0  cOmMposition isotopique du substrat au début de l'incubation;

. . . . Lt S 14 .
subsirar, ¢ © COMpostion isotopique du substrat résiduel a l'instant 7,

f': fraction du produit & l'instant t (0 < /< 1) (cf. Equation 20);

& : facteur d'enrichissement d'un produit par rapport a son substrat (cf. Equation 5).

Equation proposée par Mariotti et al., .
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- [substrat],

Equation 20

Fraction du produit a I'instant t.

La régression linéaire de d,, par rapport a In(1 - f) donne la valeur d'e égale a la pente de
la droite de régression. Ensuite, le facteur d'enrichissement est converti en facteur de
fractionnement en utilisant I'équation 6.

La valeur de ce parametre caractérise le fractionnement isotopique qui a lieu pour un
type de dégradation donné et dans les conditions de validité du modele de Rayleigh.

6.5.5.2. Facteur de fractionnement de la méthanogenese hydrogénotrophe

Afin de calculer le facteur d'enrichissement isotopique (&) associé a la méthanogenése
hydrogénotrophe, une approche envisageable est la réalisation d'incubations au sein
desquelles la méthanogenéese a lieu uniquement via réduction du CO; (utilisant 'hydrogene
comme substrat). La mesure du 813CH4 et du 813C02 permet la détermination du facteur de
fractionnement apparent (Equation 16) qui est dans ce cas, égal au facteur de fractionnement
de la méthanogen¢se hydrogénotrophe.

6.5.6. Calcul de la concentration en NH;

Pour calculer la concentration de la forme libre d’azote ammoniacal, la formule suivante
qui utilise la température, le pH et la concentration en ion ammonium a été utilisée
(Anthonisen, Loehr et al. 1976).

NH,” — Nx10"
NH;—-N = 4 4344/273”(%) L1077

Calcul de la concentration en NH;.

Equation 21

6.5.7. Expressions des résultats

Dans le chapitre "résultats et discussion" de ce manuscrit, afin de simplifier la
présentation des résultats des incubations réalisées en triplicat ou duplicat, c'est généralement
la moyenne arithmétique empirique et son €cart-type empirique corrigé qui sont présentés.

La fonction "=MOYENNE(nombrel;nombre2;...)" d'Excel est utilisée et correspond a la
formule suivante :
$x

}: i=1
n

Equation 22

X : moyenne arithmétique empirique;
X; : valeurs des observations de la variable X;
n : nombre d'observations.
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L'estimation de la variance (6 qui correspond a la moyenne des carrés des déviations de
la moyenne arithmétique) est réalisée par le calcul de la variance empirique corrigée (S%..).
On ['utilise lorsque la moyenne est une estimation, c'est-a-dire que sa valeur exacte est
inconnue (c'est par exemple le cas dans beaucoup de sciences expérimentales ou l'on a acces
qu'a la moyenne des valeurs mesurées). Elle permet d'évaluer 1'écart type d'une population en
se basant sur un échantillon de cette population. L'écart type est donné sous une forme
corrigée. L'écart-type empirique corrigé (S,.1) est la racine carrée de la variance empirique
corrigé. La fonction "=ECARTYPE(nombrel ; nombre2 ; ...)" d'Excel est utilisée et
correspond a la formule suivante :

Equation 23

X : moyenne de la variable X;
Sy ¢ ecart-type empirique corrigg;
S? .1 : variance empirque corrigée;
i : observation «i» de la variable X;

n : nombre d'observations.
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Chapitre

Résultats et discussion

Les résultats liés aux volumes de gaz produits présentés dans la suite de ce chapitre sont
donnés apres normalisation aux conditions STP (Standard Temperature and Pressure
conditions) (0°C, 1 atm).

1. Validation de I'utilisation de I'approche isotopique pour
I'étude de la digestion anaérobie des déchets

1.1. Introduction

Les approches reposant sur les mesures de la composition isotopique du carbone, lors du
processus de digestion anaérobie, peuvent permettre d'identifier et d'élucider la succession des
voies métaboliques responsables de la formation du méthane. L'utilisation de cette technique
devrait ainsi permettre d'approfondir et d'affiner nos connaissances sur les processus
intervenant lors de la biodégradation anaérobie de la matiere organique contenue dans les
déchets.

Dans le cadre de ces travaux de thése, la premiére étape essentielle a consisté a vérifier
que les approches isotopiques, déja utilisées pour étudier la méthanogenése dans les milieux
naturels (rizieres, tourbieres, s€diments etc.), étaient transposables aux milieux méthanogenes
"artificiels" que représentent les systemes industriels anaérobies de traitements des déchets.
Pour cela, les facteurs de fractionnement induits lors de la méthanogenese par des inocula
provenant de ce type de systémes industriels (ISD, méthaniseur, etc.), ont été déterminés car
de telles données ne sont pas disponibles dans la littérature.

Trois inocula provenant de systemes de traitement anaérobie de déchets ont été utilisés :
un lixiviat d'ISDND, une boue de méthaniseur thermophile et la méme boue de méthaniseur
thermophile adaptée aux conditions mésophiles (cf. Chapitre 3, § 2 Les consortia microbiens
dit inocula). Afin de déterminer les facteurs de fractionnement associés a chacune des deux
voies métaboliques principales de la méthanogenese (acétoclaste et hydrogénotrophe) induits
par ces inocula, des incubations d'acétate et de CO,/H, en microcosmes ont été réalisées.
L'ensemble des parameétres expérimentaux ainsi que la nomenclature utilisée dans le cadre de
ces incubations sont détaillés dans le Tableau 32.

Des triplicats de témoin négatif (pas de substrat) ont été réalisés pour chacun des
inocula. Aucune production de méthane n'est enregistrée apres 100 jours d'incubation.
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Tableau 32 : Nomenclature des expériences réalisées pour le calcul des facteurs de fractionnement

isotopique.

Incubations Inoculum Substrat [Substrat] Milieu Température
Lixi-T (1,2 & 3) 0 0}
L%x?—A (1,2 &3) Lixiviat d1SD Acétate 30gL ! milieu BMP 350C
Lixi-Hge (1,2 & 3) H,/CO, 80 % /20 % + carbonate
Lixi-Hgpte (1,2) Ny/H, 95 % /5%
BMt-T (1,2 & 3) 0 0
BMt-A (1) Boue de méthaniseur ~ Acétate 30gL"  milieu BMP 550
BMt-Hppe (1,2,3) thermophile H,/CO, 80%/20% T carbonate
BMt-Hpipre (1,2) N,/H, 95% /5%
BMm-T (1,2 & 3) ) i 14} 14} o
Bama() PSR e spgut TISEND g
BMm-Hgipe (1,2) N,/H, 95 % /5 %

1.2. Résultats expérimentaux obtenus
1.2.1. Facteurs de fractionnement induits par la méthanogenése acétoclaste
1.2.1.1. Inoculum de lixiviat d'ISDND (35°C)

Lors des incubations a 35°C avec l'inoculum provenant du lixiviat d'ISDND, la phase de
latence précédant le démarrage de la production de méthane dure 65 jours. (Figure 64, A).
Pendant cette période, les méthanogenes provenant du lixiviat d'ISDND doivent probablement
s'adapter aux nouvelles conditions environnementales et a la concentration initiale d'acide
acétique (3,0 g.L™"). Aprés cette période de latence, la production de méthane démarre et dure
environ 15 jours. L'épuisement de l'acétate conduit finalement a la diminution puis a l'arrét de
la production de méthane (Figure 64, A). A la fin des incubations, la production cumulée de
méthane est de 360 mL.g" d'acétate ce qui représente 96 % de la production de méthane
théoriquement attendue (373,5 mL). Il est a noter qu'une tres bonne reproductibilité entre les
incubations est obtenue, comme en témoignent les faibles écart-types observés entre les
incubations du triplicat.

Le fait que les valeurs du facteur de fractionnement apparent (Figure 64, B) restent
inférieures a 1,055 tout au long des incubations, indique que le méthane y est majoritairement
produit par méthanogenese acétoclaste. En effet, il est généralement admis que lorsque ce
facteur (cf. Chapitre 3, § 6.5.4 Calcul du facteur de fractionnement apparent) est supérieur a
1,065 l'environnement est dominé par la voie hydrogénotrophe et que lorsqu'il est inférieur a
1,055 l'environnement est dominé par la voie acétoclaste. De plus, les évolutions des
signatures isotopiques de l'acétate et du méthane sont caractéristiques de la méthanogenése
acétoclaste en systeme fermé (introduction initiale du substrat sans ajout par la suite). La
composition isotopique initiale de l'acétate (moyenne des deux carbones) est de -21 %o et celle
de son groupement méthyle est de -32 %o. Le 8" Cacstarc commence a augmenter dés le
démarrage de la production de méthane. Pendant cette période de production, la composition
isotopique du substrat (acétate, groupement méthyle de l'acétate) augmente du fait de la
consommation préférentielle des molécules l1égeres d'acétate, comme en témoigne le fait que
la composition isotopique du méthane formé des les premiers jours de production soit plus
1égere d'environ 20 %o par rapport au substrat utilisé (groupement méthyle de l'acétate). Par la
suite, l'augmentation du 8'°C du méthane (de -44 a 15 %o) est corrélée avec celle du 5"°C de
l'acétate (de -21 a 33 %o) et du groupement méthyle de l'acétate (de -32 a 10 %o).
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Figure 64 : Suivi des incubations Lixi-A.
(A) Moyenne de la production cumulée de méthane et de la concentration d'acétate ;
(B) Moyenne du facteur de fractionnement apparent au sein des incubations Lixi-A ;
(C) Moyenne de la composition isotopique de I'acétate, du méthane et du dioxyde de carbone ;
Les barres d'erreurs représentent I'écart-type entre triplicat (ils sont parfois masqués par les symboles).

Le 8"°C du dioxyde de carbone, quant & lui, reste autour de -10 %o pendant toute la
durée des incubations (Figure 64, C). Une légere diminution peut toutefois étre relevée
pendant le début de la production de méthane. Cette diminution peut étre attribuée a la
réaction de méthanogenése acétoclaste qui produit du dioxyde de carbone. Ce dioxyde de
carbone est produit a partir du groupement carbonyle de l'acétate (méthanogenese acétoclaste)
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et sa composition isotopique est supérieure a celle de la moyenne des deux atomes de carbone
de l'acétate, mais inférieure a celle du dioxyde de carbone du ciel gazeux. L'impact de cette
production sur le "°C du dioxyde de carbone reste cependant trés faible du fait de la dilution
du CO; produit avec le carbone inorganique présent initialement en quantité importante dans
le milieu. Ensuite, avec I'enrichissement du pool d'acétate (lié a la consommation
préférentielle des molécules légeres d'acétate), le dioxyde de carbone va s'enrichir de
nouveau, d’ou l'augmentation qui survient au cours de la production de méthane.

Le facteur de fractionnement isotopique engendré par cet inoculum lors de la
méthanogenese acétoclaste a été déterminé dans ces incubations a partir des données
1sotopiques de 1'acétate et de celles de son groupement méthyle. La méthode utilisée, fondée
sur les équations de Mariotti et al. (1981), est celle décrite dans le chapitre 3 (cf. Chapitre 3, §
6.5.5.1 Facteur de fractionnement de la méthanogenese acétoclaste). La Figure 65 illustre la
méthode de régression linéaire utilisée pour le calcul des facteurs de fractionnements. Les
facteurs d'enrichissement isotopique obtenus en utilisant l'acétate (moyenne des deux
carbones) et le groupement méthyle de l'acétate sont de €=-19,467 + 0,492 %o et €=-
13,467 £ 1,232 %o respectivement. Il est a noter que les valeurs mesurées pour une des
incubations du triplicat pour le groupement méthyle n'ont pas été prises en compte car les
résultats conduisaient a un coefficient de régression faible (R* = 0,836). La conversion des
facteurs d'enrichissement mesurés sur l'ensemble de l'acétate et sur le groupement méthyle
uniquement en facteur de fractionnement conduit respectivement a des valeurs de
1,019 + 0,0005 et 1,013 +0,001.

50
vy =-13,350x - 31,727
40 - A .
R°=0,983
30 - :
y=-19,339x - 21,687
~ 20 e RZ=0998
=
'i_) 10 e g e
1:_9 O e e H"-.. ...............................
1] T,
[m) SO TR e ""'l—ﬁ .................
. T~ *.
20 - 4 Acetate "-a..q_ﬁ‘ ............... h.,.”
< Acetate méthyle & &
-30 { — — Linéaire {Acetate} ...................................... “"-u_‘e
— - -Linéaire (Acétate méthyle)
"40 T T T T T T

35 30 25 20 45 10 05 00
In (1)

Figure 65 : Moyenne de la composition isotopique de 1'acétate pendant la méthanogenése acétoclaste pour
I'inoculum de lixiviat d'ISDND (incubations Lixi-A) en fonction de In(1-f) ou f est la fraction de méthane
formée (méthode fondée sur les équations adaptées de Mariotti et al., 1981). Les barres d'erreurs
représentent 1'écart-type entre triplicat pour 'acétate et duplicat pour le groupement méthyle de I'acétate
(ils sont parfois masqués par les symboles).

1.2.1.2. Inocula de boue de méthaniseur (35°C et 55°C)

Des incubations identiques a celles réalisées avec l'inoculum d'ISDND ont également
été réalisées avec un inoculum issu d'une boue de méthaniseur d'OM thermophile (Série BMt-
A) et de ce méme inoculum apres adaptation aux conditions mésophiles (Série BMm-A). Les
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courbes de production cumulée de méthane et 1'évolution du facteur de fractionnement
apparent (Figure 66 A) montrent que le méthane est produit a la fois en conditions mésophile
et thermophile par la voie acétoclaste (facteur de fractionnement < 1,055) apres des temps de
latence beaucoup plus courts (5 et 15 jours respectivement en conditions mésophiles et
thermophiles) que ceux observés avec I'inoculum provenant d'un lixiviat d'ISDND. La méme
méthode de calcul que celle utilisée dans le cas de l'inoculum de lixiviat dISDND a ensuite
¢té appliquée pour déterminer les facteurs de fractionnement de la méthanogenese acétoclaste
associés a ces deux inocula (Figure 66, B). Les valeurs obtenues sont de 1,025 pour
l'inoculum thermophile et 1,022 pour l'inoculum mésophile.

(A) 450 1,060
400 | -
(35°C) - 1050 T
¥ 350 5
I o
—é&— CHg BMpp 2 -y
@ T 300 L 1,040
—o Alphatt BMy, £ o <
v O E
T O 250 e
a | =
w T - 1030 £
(55°C) g o 200 3
3 - ®
o CHy BN, 5 :,EP150 - 1020 @
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Figure 66 : Suivi des incubations BMm-A et BMt-A (inocula de méthaniseur (35 et 55°C)).
(A) Production cumulée de méthane et facteur de fractionnement apparent ;
(B) Composition isotopique de l'acétate pendant la méthanogenése acétoclaste en fonction de In(1-f) ou f
est la fraction de produit formé (méthode fondée sur les équations adaptées de Mariotti et al., 1981).
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1.2.2. Facteur de fractionnement induit par la méthanogenése hydrogénotrophe

Afin de déterminer les facteurs de fractionnement associés a la méthanogenese
hydrogénotrophe, des expériences ont ¢té réalisées a partir de différents inocula a faible et a

haute concentration d'hydrogene.

1.2.2.1. Haute concentration d'hydrogéne.

Les incubations réalisées (inoculum de
lixiviat d'ISDND et de boue de méthaniseur
thermophile) a haute concentration en
hydrogéne  (mélange  gazeux  H,/CO;
80 %/20 %) ont conduit a la consommation de
I'hydrogene et du dioxyde de carbone ainsi qu'a
la production de méthane. Les mesures de la
composition isotopique du dioxyde de carbone
et du méthane ont permis de calculer le facteur
de fractionnement apparent (Equation 16). Les
résultats obtenus sont de 1,031 £+ 0,001 pour
I'inoculum de méthaniseur thermophile et de
1,048 £ 0,006 pour l'inoculum de lixiviat et
correspondent, dans ces conditions
expérimentales, au facteur de fractionnement
de la méthanogenése hydrogénotrophe a haute
concentration d'hydrogene.

Composition isotopique ( %)

&
o

—— BMt - CO, —&— BMt - CHy
—o—Lixi-CO,  —s—Lixi - CHy
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o

0 5 10 15 20 25 30
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Figure 67 : Evolution des compositions isotopiques dans les incubations hydrogéne a 80 %. Les barres
d'erreurs représentent 1'écart-type entre triplicat (ils sont parfois masqués par les symboles).

1.2.2.2. Faible concentration d'hydrogéne.

Les incubations réalisées avec l'inoculum de lixiviat d'ISDND, de boue de méthaniseur
thermophile et boue de méthaniseur adaptée en condition mésophile a faible concentration en
hydrogene (mélange gazeux N»/H, 95 %/5 %), ont toutes conduit & la consommation de

I'hydrogene ainsi qu'a la production de méthane.
Les mesures de la composition isotopique du
dioxyde de carbone et du méthane (Figure 68)
ont permis de calculer le facteur de
fractionnement apparent (Equation 16). La
moyenne des facteurs de fractionnement
apparent est ensuite calculée pour chacune des
incubations. Les valeurs obtenues sont 1,061 =+
0,003 pour l'inoculum d'ISDND, 1,053 £ 0,001
pour l'inoculum de méthaniseur thermophile et
1,074 + 0,001 pour l'inoculum de méthaniseur
thermophile adapté en condition mésophile et
correspondent, dans ces conditions
expérimentales, au facteur de fractionnement de
la méthanogenése hydrogénotrophe a faible
concentration d'hydrogene.
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Figure 68 : Evolution des compositions isotopiques dans les incubations hydrogéne a 5 %. Les barres
d'erreurs représentent I'écart-type entre triplicat (ils sont parfois masqués par les symboles).
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1.3. Discussion

Les valeurs de facteurs de fractionnement déterminées dans le cadre de ce travail sont
regroupées dans le Tableau 33 afin de pouvoir les comparer entre elles.

Tableau 33 : Facteurs de fractionnement déterminés expérimentalement.

Facteur de Ecart-

Inoculum Substrat [Substrat] Température fractionnement type Réplicat
Acétate
o méthyle 3,0 gL 1,013 0,001 2
Lixiviat — Acétate 350C 1,019 0,000 3
d'ISD
H,/CO, H,80% 1,031 0,001 3
H,/CO, H,5% 1,061 0,003 2
Boue de  Acétate 3,0 gL’ 1,025 %) 1
méthaniseur H,/CO, H, 80 % 55°C 1,048 0,006 3
thermophile  y,c0, H,5% 1,053 0,001 2
Bouede  pc¢tate 3,0 gL 1,022 %) 1
méthaniseur 350C
adapté H,/CO, H,5% 1,074 0,001 2
mésophile

1.3.1. Facteurs de fractionnement acétoclaste

Les facteurs de fractionnement calculés a partir des incubations d'acétate pour les
différents inocula provenant des installations de traitement des déchets étudiées, sont typiques
et caractéristiques de ceux trouvés dans la bibliographie pour la méthanogenese acétoclaste.
Les valeurs obtenues (entre 1,013 et 1,025) se situent, en effet, bien dans la gamme des
valeurs bibliographiques déterminées lors d'incubations sur cultures pures de méthanogeénes
acétoclastes (1,007 a 1,035) (Tableau 18) et dans les environnements méthanogeénes naturels
(1,013 a2 1,036) (Tableau 19).

La détermination du facteur de fractionnement de la méthanogenése acétoclaste a été,
dans cette ¢tude et uniquement pour l'inoculum provenant d'ISDND, réalisée a la fois a partir
des mesures de la composition isotopique de 1'acétate (moyenne des deux atomes de carbone)
et de celles du carbone du groupement méthyle. En toute rigueur, la détermination du facteur
de fractionnement (entre le substrat et le produit), doit se faire a partir des valeurs obtenues
pour le groupement méthyle de 'acétate. En effet, c'est I'atome de carbone de ce groupement
qui est utilisé pour produire le méthane lors de la méthanogenése acétoclaste. Les résultats
obtenus mettent en évidence que la composition isotopique du carbone du groupement
méthyle de l'acétate est enrichie en '°C de 6 %o par rapport a celle de la moyenne des deux
atomes de carbone de l'acétate. La composition isotopique du groupement carbonyle de
l'acétate se trouve donc enrichie d'environ 12 %o, en carbone 13 par rapport a celle du
groupement méthyle. Cette différence est de 1'ordre de celle déja observée (7 a 14 %o) lors
d'expériences sur des échantillons naturels provenant de sédiments marins (Blair et Carter Jr
1992). La mise en évidence de cette différence de composition isotopique intrinseque a
l'acétate, confirme l'intérét de la détermination des facteurs de fractionnement a partir des
mesures de la composition isotopique du groupement méthyle de l'acétate. Toutefois,
l'utilisation des valeurs de facteurs de fractionnement déterminées a partir de la moyenne de la
composition isotopique de l'acétate reste néanmoins pertinente lors d'expériences cherchant a
identifier le métabolisme majoritairement a l'origine de la production du méthane. Lors
d'approches plus fines visant a quantifier précisément la contribution des différents
métabolismes, il peut néanmoins s'avérer nécessaire d'avoir recours a des valeurs de facteurs
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de fractionnement déterminées a partir de la composition isotopique du groupement méthyle
de l'acétate (Conrad 2005).

Dans le cadre de ce travail, des incubations ayant été réalisées a la fois en conditions
mésophile et thermophile, il est apparu intéressant d'évaluer l'effet de la température sur le
facteur de fractionnement isotopique acétoclaste. C'est en effet, un sujet ayant fait I'objet de
peu de travaux. Il est important de prendre en compte que, pour les expériences réalisées dans
le cadre de ce travail, un inoculum de digesteur de déchets a été incubé a 35°C et 55°C.
Cependant, les inocula ne sont pas similaires car ils ont subi une pré-adaptation a différentes
températures (35°C pour BM,, et 55°C pour BMy). Cette période a tres probablement entrainé
une modification des populations microbiennes présentes et l'effet de la température sur un
méme inoculum ne peut donc ici étre directement étudié. Cependant, les facteurs de
fractionnement isotopique obtenus a 35°C (1,019 et 1,022) et 55°C (1,025) pour des inocula
différents, semblent présenter des valeurs légerement plus faibles a 35°C que celles obtenues
a 55°C. 1l est tout de méme délicat de conclure sur un nombre si faible de valeurs. Si
toutefois, un effet de la température existe, il semble donc, a priori étre minime entre les deux
températures classiquement utilisées en méthanisation.

1.3.2. Facteurs de fractionnement hydrogénotrophe

Les facteurs de fractionnement déterminés (1,031 et 1,048) lors des incubations avec un
mélange gazeux d'H,/CO; 80 %/20 % (Tableau 33) sont bien situés dans la plage de valeurs
retrouvées dans la littérature pour des incubations a partir de cultures pures de méthanogeénes
hydrogénotrophes (1,021 a 1,071) (Tableau 18) (cf. Chapitre 2, § 2.4.2 Facteurs de
fractionnements isotopiques des voies métaboliques de la méthanogenése). Cependant, ils se
situent parmi les valeurs les plus basses de la gamme. Ceci pourrait étre dii au fait que ces
incubations ont été réalisées a forte pression partielle en hydrogéne car un mélange gazeux de
H,/CO; a 80 %/20 % a été utilisé. En effet, ce phénomene a déja été observé et souligné dans
la bibliographie (Valentine, Chidthaisong et a/. 2004; Penning, Plugge et al. 2005). 1l serait lié
aux propriétés de réversibilité des étapes de la méthanogenese hydrogénotrophe. En effet,
dans un environnement contenant une importante quantité d'H,, la réversibilité des réactions
serait plus importante et cela diminuerait le fractionnement isotopique associé (Valentine,
Chidthaisong et al. 2004). Une seconde explication a ces facteurs de fractionnement faibles a
¢galement été¢ avancée (Conrad 2005). En effet, les fortes pressions d’hydrogene pourraient
¢galement stimuler la mise en place de la réaction d’homoacétogenese (formation d’acétate a
partir d’hydrogene et de dioxyde de carbone) et cela, particulierement a hautes concentrations
en H, (Hoehler, Albert et al. 1999) et a basses températures (Conrad, Bak et al. 1989). Cette
réaction pourrait alors entrainer une modification du facteur de fractionnement (Alperin, Blair
et al. 1992).

Afin de mesurer des facteurs de fractionnement isotopique a des pressions partielles plus
proches de ce que l'on peut observer dans les installations industrielles de traitement de
déchets, une seconde série d'expériences a été réalisée avec un mélange gazeux d'N»/H»
(95 %/5 %). Des facteurs de fractionnement caractéristiques de la méthanogenese
hydrogénotrophe (entre 1,053 et 1,074) ont alors été mesurés. Les valeurs obtenues (Tableau
33) se situent bien dans la gamme (milieu et haut de la gamme) des valeurs retrouvées dans la
bibliographie déterminées sur cultures pures de méthanogenes hydrogénotrophes (Tableau 18)
(cf. Chapitre 2, § 2.4.2 Facteurs de fractionnements isotopiques des voies métaboliques de la
méthanogenese).
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Ainsi, nos résultats confirment que la pression partielle a un effet non négligeable sur
les facteurs de fractionnement hydrogénotrophe. Le fait que les différentes expériences a
partir desquelles les facteurs de fractionnement publiés dans la littérature ont été déterminés
aient été réalisées a des teneurs en hydrogene différentes, pourrait ainsi expliquer I'étendue
importante de la plage des valeurs de facteurs de fractionnement retrouvées pour la voie
hydrogénotrophe dans la bibliographie. Il est intéressant de noter a ce sujet que la plupart des
valeurs les plus basses déterminées I'ont été lors d'expériences réalisées en présence d'une
forte pression partielle en hydrogene (Tableau 18).

Les facteurs de fractionnement isotopique obtenus a 35°C (1,061 et 1,074) et 55°C
(1,053) pour des inocula différents, semblent présenter des valeurs légerement plus faibles a
55°C que celles obtenues a 35°C. Dans la bibliographie, une décroissance du facteur de
fractionnement de la méthanogenese hydrogénotrophe de 0,0025 unité tous les 10°C
d'augmentation de la température a été mise en évidence (Botz, Pokojski et al. 1996) lors
d'expériences réalisées sur des méthanogenes de l'ordre Methanococcales entre 35 et 85°C.
L'ensemble des valeurs de facteurs de fractionnements isotopiques déterminées a différentes
températures dans la bibliographie (Tableau 18) ne semble pas mettre en évidence de relation
entre la température et le facteur de fractionnement isotopique hydrogénotrophe. Toutefois,
les variations de facteurs de fractionnements isotopiques induites par les différentes teneurs en
hydrogéne lors des expériences issues de la littérature, pourraient masquer l'effet de la
température sur les facteurs de fractionnement de la méthanogenese hydrogénotrophe.

1.4. Conclusion

Ces résultats montrent que l'on retrouve pour les inocula étudiés, sélectionnés de fagcon
intensive dans les installations industrielles de traitement de déchets, des facteurs de
fractionnement classiquement retrouvés dans la littérature pour des écosystémes naturels, et
que ces derniers sont clairement distincts pour les deux grandes voies de la méthanogenese
que sont la méthanogeneése hydrogénotrophe et acétoclaste. Toutefois, de fortes pressions
partielles en hydrogene semblent conduire a des facteurs de fractionnements isotopiques, pour
la voie métabolique hydrogénotrophe, distincts mais relativement proches de ceux de la voie
métabolique acétoclaste. Cependant, dans les systemes de traitements de déchets tels que les
méthaniseurs et les ISDND, les teneurs en dihydrogéne restent généralement basses. Les
différentes voies métaboliques de la méthanogenese (acétoclaste et hydrogénotrophe)
devraient donc pouvoir étre différenciées grace aux mesures de compositions isotopiques du
méthane et du dioxyde de carbone dans le biogaz produit par ces systemes. Par ailleurs les
effets de la température sur les facteurs de fractionnement semblent minimes entre les deux
gammes de températures classiquement rencontrées dans les systemes de traitement des
déchets (mésophiles et thermophiles). L'approche isotopique proposée parait donc adaptée et
applicable a I'é¢tude des voies métaboliques méthanogenes lors de la digestion anaérobie des
déchets.

2. Effet de la température sur les voies métaboliques
méthanogénes

2.1. Effet de la température lors de la digestion anaérobie de déchets

Comme nous l'avons vu dans la syntheése bibliographique, la température est un des
paramétres influencant les processus de digestion anaérobie de la matiere organique (cf.
Chapitre 2, § 1.2.3 La température). Dans le domaine de la digestion anaérobie des DND,
I'étude de ce parametre présente un intérét tout particulier li¢ au développement de la filiere
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de méthanisation. En effet, deux températures sont généralement mises en ceuvre (mésophile
ou thermophile) dans les digesteurs comme cela a été présenté dans le chapitre 1 (cf. Chapitre
1, § 3.2.5 Température). Les processus thermophiles semblent présenter des cinétiques de
réaction plus rapides (Canalis 1999; Veeken et Hamelers 1999) et favoriseraient
I'hygiénisation des digestats par la destruction des bactéries pathogénes (Bendixen 1994;
Gallert et Winter 1997). Cependant, les processus thermophiles sont considérés comme étant
plus sensibles aux changements environnementaux et peuvent €tre moins stables que les
processus mésophiles et sujet a des inhibitions pouvant entrainer le blocage de certaines
réactions (El-Mashad, Zeeman et al. 2004). Certaines études ont tout de méme montré que
l'obtention un processus de digestion anaérobie thermophile stable est possible (Ahring 1994).
Dans ce contexte, 1'approche isotopique préalablement validée pour l'étude des systemes
industriels de traitements de déchets a été mise en ceuvre afin d'étudier l'effet de la
température sur les voies métaboliques de la méthanogenése, en €tudiant plus particulierement
les processus se déroulant en conditions mésophiles (35°C) et thermophiles (55°C).

2.1.1. Digestion anaérobie des déchets en conditions mésophiles

2.1.1.1. Introduction

Dans cette partie, le protocole expérimental d'étude de la dégradation du déchet
reconstitué en microcosmes, présenté dans le paragraphe 4 du chapitre 3 intitulé "Les flacons
a plasma ou microcosmes", a été utilisé. Brievement, des incubations de 10 g d'OM frangaises
reconstituées dans 210 mL de tampon carbonate ont été réalisées en conditions mésophiles
dans des flacons a plasma de 330 mL et en présence d'un inoculum provenant de lixiviat
d'ISDND. L'ensemble des parametres expérimentaux ainsi que la nomenclature utilisée dans
le cadre de ces incubations sont détaillés dans le Tableau 34.

Tableau 34 : Nomenclature des expériences d’incubation de déchets en conditions mésophiles.

Incubations Inoculum Substrat [Substrat] Milieu Température
Déchets
DRF-35 (1,2 & 3) Lixiviat d'ISD reconstitués 10g Carbonate 35°C
francais
T-35-négatif (1,2 & 3) Lixiviat d'ISD (9] 10g Carbonate 35°C

Un triplicat de témoin négatif (pas de substrat) a été réalisé¢ avec I’inoculum. Aucune
production de méthane n'est enregistrée apres 100 jours d'incubation.

2.1.1.2. Résultats expérimentaux obtenus

La Figure 69 représente l'évolution des productions cumulées de méthane pour le
triplicat d'incubations DRF-35. Des différences de cinétique et de rendement de production de
méthane peuvent étre observées entre les différentes incubations de déchets réalisées a 35°C
(Figure 69). Les valeurs de production de méthane cumulée finale (83,1 L.kg™") se situent dans
la fourchette indiquée dans la bibliographie (entre 60 et 170 Lkg") (El-Fadel, Findikakis et
al. 1996). Dans la suite de cette partie, les résultats détaillés d'une seule de ces incubations
(DRF-35 (1)) seront présentés. Le but est de simplifier les interprétations qui nécessitent d'étre
plus précises que des comparaisons de moyennes lors de la confrontation des différents
résultats (isotopie, microbiologie, parametres chimiques des lixiviats).
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Figure 69 : Evolution de la production cumulée de méthane des incubations DRF-35.

2.1.1.2.1. Production de gaz et évolution des paramétres physico-chimiques du lixiviat

La Figure 70, A montre 1'évolution de la production cumulée de méthane et la Figure
70, B celle des concentrations en COD et AGV du lixiviat. Trois phases peuvent étre
distinguées. La premicere correspond a la période de latence (Jour 0 a 20). Pendant cette phase,
une augmentation massive du COD (composé a 72 % d'AGV) est observée. L'acétate qui est
I'AGV formé majoritairement s'accumule jusqu'a atteindre la valeur de 1793 mgC.L™, ce qui
représente 53 % du COD. La seconde période (jour 20 a 50) correspond a la phase active de
production de méthane. Pendant cette phase, les concentrations en COD et AGV diminuent.
La consommation de l'acétate et celle du butyrate surviennent simultanément alors que celle
du propionate intervient plus tard (a partir du jour 50) lorsque la concentration d'acétate
devient faible. Enfin, pendant la derni¢re phase, la production de méthane diminue fortement
jusqu'a se stabiliser, aprés le jour 110, autour de 83,1 Lkg" de matiére séche. Le COD se
stabilise également a une valeur proche de 400 mgC L™

2.1.1.2.2. Composition isotopique du méthane et du dioxyde de carbone

L'évolution des compositions isotopiques du CH, (8"°CHy) et du CO, (8°CO,) est
présentée en Figure 70, C. Au début de I'incubation, le 8'*CH, décroit lentement du jour 0 a
20 jusqu'a atteindre -59,5 %o. Lorsque la production active de méthane démarre, la
composition isotopique du méthane commence également a augmenter. Cette augmentation se
poursuit jusqu'a atteindre -35,4 %o au jour 52. Ensuite, le 8 °CH,4 décroit avant de se stabiliser
pendant toute la phase finale de faible production de méthane. Durant la premicre phase (0-20
jours) le 8'°CO, augmente 1égérement (de -10 a -5 %o), il chute ensuite au début de la phase
active de méthanogenése entre les jours 20 et 30 pour atteindre la valeur de -20 %o. Il
augmente ensuite jusqu'au jour 80 avant de se stabiliser a une valeur située autour de -5 %o.
Les tendances des valeurs mesurées et recalculées des compositions isotopiques du méthane
et du dioxyde de carbone sont relativement similaires. Seules les valeurs minimales et
maximales sont Iégérement amplifiées par le recalcul.

L'évolution du facteur de fractionnement apparent (Figure 70, D) se caractérise par une
augmentation initiale de 1,045 jusque 1,060 pendant les vingt premiers jours. Cette
augmentation est suivie d'une diminution a 1,023 entre les jours 20 et 50 puis finalement, le
facteur de fractionnement augmente a nouveau et se stabilise a partir du jour 80 a 1,060.
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Figure 70 : Suivi d'une incubation de déchets reconstitués francais a 35°C (DRF-35 (1)).
(A) Evolution de la production cumulée de méthane ;
(B) Evolution de la composition chimique du lixiviat ;
(C) Evolution des signatures isotopiques du CH, et du CO,.
(D) Evolution du facteur de fractionnement apparent ;
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2.1.1.2.3. Observations FISH

(A)

Figure 71 : Observations FISH de DRF-35 (1).
A : Inoculum DRF-35, Sondes MS1414 - Cy5 (bleu), MX825 -Cy3 (rouge).
B : DRF-35 (1), Jour 35, Sondes MS1414 - Cy5 (bleu), MX825 -Cy3 (rouge) & ARC915 — FITC (vert).
C : DRF-35 (1), Jour 43, Sondes MS1414 - Cy5 (bleu), MX825 -Cy3 (rouge) & ARC915 — FITC (vert).
D : DRF-35 (1), Jour 77, Sondes MS1414 - Cy5 (bleu), MX825 -Cy3 (rouge) & ARC915 — FITC (vert).

Les hybridations FISH (Figure 71, A) révelent que les archées hybridant aux sondes
MX825 et MS1414, spécifiques des familles Methanosaetaceae et Methanosarcinaceae
respectivement, sont toutes deux présentes dans l'inoculum provenant du lixiviat. Pendant la
phase active de production de méthane (Figure 71, B et C), de nombreux clusters de membres
de la famille Methanosarcinaceae, car hybridant a la sonde MS1414, sont observés. Pendant
la phase finale de stabilisation de la production de méthane (Figure 71, D), des clusters de
membres de la famille Methanosarcinaceae, car hybridant a la sonde MS1414, sont
¢galement observés. Une estimation visuelle réalisée a partir de l'observation de la
cohybridation des sondes MS1414 (spécifique a la famille Methanosarcinaceae) et ARC915
(sonde archées généraliste), révele que Methanosarcinaceae est la famille d'archées la plus
abondante pendant toute la durée de l'incubation (phase active de production et phase de
stabilisation de la production du méthane) car 80 a 100 % des archées sont cohybridées par les
deux sondes.
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2.1.1.3. Discussion

Les évolutions de la composition du lixiviat, de la production de gaz et des signatures
isotopiques permettent de distinguer trois phases principales pendant la dégradation du déchet
reconstitué frangais en conditions mésophiles:

2.1.1.3.1. Phase 1 (jour 0 a 20)

Cette phase se caractérise par une phase de latence suivie d'une production de méthane
trés faible (quasiment nulle). La production de méthane semble débuter par la voie
acétoclaste, la contribution de la voie hydrogénotrophe allant ensuite en s'intensifiant tout au
long de cette phase, comme l'illustre la diminution de la composition isotopique du méthane
et l'augmentation de la valeur du facteur de fractionnement apparent qui montre que le
méthane au jour 20 est produit par un mélange des métabolismes acétoclaste et
hydrogénotrophe (Figure 70, D). L'hydrogene nécessaire a la production du méthane produit
par la voie hydrogénotrophe au cours de cette phase, est certainement produit lors des phases
d'hydrolyse et d'acidogenese. Ces réactions sont en effet particulicrement actives durant cette
période comme le montre 1'accumulation du COD et des AGV. Cette accumulation des AGV
traduit d'ailleurs le fait que les réactions d'hydrolyse et d'acidogenese sont actives pendant
cette période alors que la méthanogenese n'a pas encore réellement démarrée. Ce phénomene
peut s'expliquer par le fait que la libération massive d'acétate peut conduire a des phénomenes
d'inhibition transitoire des archées méthanogeénes acétoclastes introduites avec l'inoculum
(Ferry 1993).

2.1.1.3.2. Phase 2 (jour 20 a 50)

Cette seconde phase se caractérise par le démarrage de la production active de méthane
(Figure 70, A). Le méthane produit pendant cette période, l'est essentiellement par voie
acétoclaste comme le révele les valeurs de la composition isotopique du méthane qui sont
supérieures a -60 %o (Figure 70, B) et du facteur de fractionnement apparent qui restent
inférieures a 1,055 (Figure 70, D). Il est a noter que des valeurs de compositions isotopiques
du méthane relativement élevées, allant jusqu'a -25,4 %o, sont observées. Ceci est
certainement dii au fait que notre dispositif expérimental soit un "systeme fermé". En effet,
l'acétate accumulé pendant 1'étape d'hydrolyse et d'acidogenese s'enrichit ensuite
progressivement en carbone 13 en raison de la consommation préférentielle des molécules
d'acétate contenant du carbone 12 pendant la méthanogenese acétoclaste comme cela a déja
été observé (Penning et Conrad 2007) et mis en évidence lors des incubations ayant permis de
mesurer les facteurs de fractionnement isotopique acétoclaste.

Les observations réalisées a l'aide de la technique FISH pendant cette période révelent
la présence de structures typiques (clusters) des Methanosarcina. Cette famille est connue
pour étre capable de consommer l'acétate et le Ho/CO, (Ferry 1993). Ces résultats montrent
que les micro-organismes de cette famille sont responsables de la majeure partie de la
production du méthane (résultats FISH) et que ce méthane est produit par méthanogenese
acétoclaste (résultats isotopiques) durant cette phase.

2.1.1.3.3. Phase 3 (jour 50 a 120)

Cette phase se caractérise par une diminution du rendement de production de méthane.
Pendant cette période, la production de méthane est partiellement due a la réaction
d'oxydation syntrophique du propionate qui démarre une fois que la concentration d'acétate
devient faible. Cette réaction produit de l'acétate et de I'hydrogene qui doivent E&tre
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consommés rapidement afin que la réaction reste énergétiquement favorable (Schink 1997).
La réaction globale d'oxydation syntrophique du propionate est détaillée dans le Tableau 35.

Tableau 35 : Réaction d'oxydation syntrophique du propionate.
Bilan : CH;CH,COOH + 2 H,0 — 7/4 CH, +5/4 CO,

(1) CH;CH,COOH + 2 H,0 — CH3COOH + 3H, + CO, (Oxydation du propionate)
(2) 3H, + CO, — % CHy + ¥4 CO, (Méthanogenéese hydrogénotrophe)
(3) CH3;COOH — CH,4 +CO, (Méthanogenése acétoclaste)

L'évolution de la composition isotopique du méthane met en évidence qu'un
changement de métabolisme intervient au début de cette période. Le facteur de fractionnement
apparent (Figure 70, D) passe en effet de la zone caractéristique du méthane majoritairement
produit par méthanogenese acétoclaste (en rouge sur la Figure 70, D), a la zone dans laquelle
le méthane provient d'un mélange des métabolismes acétoclaste et hydrogénotrophe. Ceci est
tout a fait cohérent avec la mise en place de 1'oxydation syntrophique du propionate car lors
de cette réaction les produits de 1'oxydation du propionate (acétate, hydrogene et CO;) sont
consommés dans un deuxiéme temps par méthanogenese hydrogénotrophe et acétoclaste
(Tableau 35). Les membres de la famille Methanosarcinaceae demeurent les méthanogenes
dominants (80-100 % des archées (estimation a partir des images FISH)) pendant cette
derni¢re phase. Ces résultats suggerent que la communauté d'archées présente et active, est
dominée par la famille des Methanosarcinaceae qui semble capable de réaliser les
métabolismes acétoclaste et hydrogénotrophe.

Il est a noter que ces résultats, obtenus sur un déchet reconstitué frangais inoculé avec
un inoculum provenant d'un lixiviat d'ISDND, sont comparables a ceux obtenus lors
d'expériences menées parallelement a ce travail sur le méme déchet frangais reconstitué
inoculé avec un autre type d'inoculum (boue de STEP) et sur d'autres types de déchets
(déchets reconstitués chinois, déchets putrescibles). L'ensemble de ces données montre que la
succession des métabolismes observée dans cette expérience n'est pas fonction du type
d'inoculum ou du type de déchet mais semble généralisable.

2.1.1.4. Conclusion

Ces résultats illustrent bien l'intérét d'une approche combinant les mesures de
compositions isotopiques et les observations FISH. En effet, les informations apportées sur la
dynamique des métabolismes et des populations microbiennes impliquées permettent
d'obtenir une meilleure compréhension du processus de digestion anaérobie des déchets
ménagers en conditions mésophiles. Ainsi, ces expériences révelent que le méthane est
produit par différents métabolismes au cours du temps (mélange acétoclaste/hydrogénotrophe,
acétoclaste puis acétoclaste/hydrogénotrophe). La majorité du méthane est toutefois produit
par méthanogenése acétoclaste lors de la phase active de production de méthane par des
membres de la famille Methanosarcinaceae. En fin d'incubation, le méthane semble étre
produit en partie par oxydation syntrophique du propionate. Cette réaction qui conduit a la
formation du méthane par les métabolismes acétoclaste et hydrogénotrophe conjointement,
semble impliquer la méme communauté d'archées que lors de la phase active de production de
méthane (Methanosarcinaceae). Ainsi, la combinaison des résultats isotopiques et
microbiologiques met en évidence la versatilit¢é métabolique des membres de la famille
Methanosarcinaceae.

- 169 -



Chapitre 4 : Résultats et discussion

2.1.2. Digestion anaérobie des déchets : conditions mésophiles vs thermophiles

2.1.2.1. Introduction

Dans cette partie, les résultats obtenus lors de la digestion anaérobie de déchets francais
reconstitués en condition thermophile (55°C), sont présentés et compares avec ceux observes
en condition mésophile (35°C) décris dans un premier temps dans le paragraphe précédent par
souci de clarté. Ainsi, afin d'éviter certaines redondances, seuls les résultats obtenus a 55°C et
les résultats additionnels obtenus a 35°C seront présentés en détails. Les incubations
thermophiles ont été réalisées dans les mémes conditions que celles a 35°C (incubations de
10g d'OM francaises reconstituées en flacons a plasma de 330 mL contenant 210 mL de
tampon carbonate avec un inoculum provenant de lixiviat d'ISDND), seule la température
d'incubation était différente. L'ensemble des parametres expérimentaux ainsi que la
nomenclature utilisée dans le cadre de ces incubations sont détaillés dans le Tableau 36.

Tableau 36 : Nomenclature des expériences d’incubation de déchets.

Incubations Inoculum Substrat [Substrat] Milieu Température

Déchets

DRF-35 (1,2 & 3) Lixiviat d'ISD reconstitués 10g Carbonate 35°C
frangais

T-35-négatif (1,2 & 3) Lixiviat d'ISD %] Og Carbonate 35°C
Déchets

DRF-55 (1,2 & 3) Lixiviat d'ISD reconstitués 10g Carbonate 55°C
frangais

T-55-négatif (1,2 & 3) Lixiviat d'ISD %] Og Carbonate 55°C

Des triplicats de témoin négatif (pas de substrat) ont été réalisés avec 1’inoculum a 35 et
55°C. Aucune production de méthane n'est enregistrée apres 100 jours d'incubation.
2.1.2.2. Résultats expérimentaux obtenus

La Figure 72 représente 1'évolution des productions cumulées de méthane pour le
triplicat d'incubations en condition thermophile (55°C).
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Figure 72 : Evolution de la production cumulée de méthane des incubations DRF-55.

De 1égeres différences de cinétique et de rendement de production de méthane peuvent
étre observées entre les différentes incubations de déchets réalisées a 55°C (Figure 72).
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Cependant, les trois incubations ayant des comportements relativement similaires, dans la
suite de cette partie, les résultats détaillés d'une seule de ces incubations (DRF-55 (2)) seront
présentés et comparés a ceux déja présentés dans le paragraphe précédent pour la dégradation
des déchets a 35°C.

Cette comparaison apparait d'autant plus intéressante que la représentation des
moyennes avec €carts-type des productions de méthane cumulées observées a 35°C et 55°C
(pour les triplicats d'incubations de déchets reconstitués francais), met en évidence des
différences significatives en termes de temps de latence et de production finale de méthane
qui seront discutées dans la suite de cette partie a partir notamment des résultats des
approches isotopiques et microbiologiques mises en ceuvre dans le cadre de ce travail.

gﬂ _+DRF'35 .................................................................
|——DRF-55! . T U SO

Production cumulée de CH4
(L.kg" de MS)
8

0 20 40 60 80 100 120
Temps (jours)

Figure 73 : Evolution des moyennes de production cumulée de méthane des incubations DRF-35 et DRF-
55, les barres d'erreurs représentent I'écart-type entre les incubations du triplicat.

2.1.2.2.1. Production de gaz et évolution des parameétres physico-chimiques du lixiviat

L'évolution de la production cumulée de méthane a 55°C (Figure 74, A) est différente
de celle obtenue a 35°C. En effet, la production de méthane a 55°C démarre trés rapidement
avec une vitesse de production de méthane relativement importante. Cette production se
stabilise ensuite a partir du jour 10 avant de redémarrer vers le jour 25. L'évolution initiale de
la composition du lixiviat a 55°C (Figure 74, B) est relativement similaire a celle observée a
35°C. En effet, une augmentation massive de la concentration en COD et en AGV a lieu dans
les 15 premiers jours d'incubation ([COD]max ~ 3000 mgC.L™", [acétate]ma = 1700 mgC.L'l).
La concentration en COD et AGV du lixiviat commence a diminuer simultanément avec la
reprise de la production de méthane entre les jours 20 et 30. Cette phase de production active
de méthane dure environ 70 jours, avec une vitesse de production plus faible que lors de la
phase initiale. L'épuisement du stock de COD et d'AGV conduit a la diminution de la
production de méthane jusqu'a un niveau tres faible. Cependant, a la fin de l'incubation, une
importante partie du COD (869 mgC.L™) reste dans le lixiviat. Le propionate produit pendant
I'hydrolyse de la MO des déchets ne semble pas étre consommé puisque en fin d'incubation, la
concentration de propionate dans le lixiviat est de 359 mgC.L"'. A la fin de la période
expérimentale, la production de méthane cumulée est d'environ 55,9 L kg™ de matiére séche,
soit environ 66 % de la production cumulée obtenue a 35°C.
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Figure 74 : Suivi des incubations de déchets a 35°C (DRF-35 (1)) et 55°C (DRF-55 (2)).
(A) Evolution de la production cumulée de méthane ;

(B) Evolution de la composition chimique du lixiviat ;

(C) Evolution des signatures isotopiques du CH, et du CO, ;

(D) Evolution du facteur de fractionnement apparent.
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2.1.2.2.2. Composition isotopique du méthane et du dioxyde de carbone

Les évolutions des compositions isotopiques du CHy (8"°CHy) et du CO, (5"°CO,) lors
de la dégradation du déchet a 35 et 55°C sont présentées en Figure 74, C. A 55°C, au début de
l'incubation, le 8"°CH, décroit lentement du jour 0 & 40 jusqu'a atteindre sa valeur la plus
faible (environ -80 %o). Le 8"°CO, reste quant a lui autour de -10 %o pendant cette méme
période. A partir du jour 40, les compositions isotopiques du CH, (8"°CHy) et du CO,
(8"°CO,) vont toutes deux augmenter progressivement et de fagon quasiment paralléle
pendant toute la période de production de méthane jusqu'a atteindre -60 %o et +10 %o
respectivement. Les tendances des valeurs mesurées et recalculées des compositions
1sotopiques sont relativement similaires. Seules les valeurs maximales et minimales sont
légerement amplifiées par le recalcul.

L'évolution du facteur de fractionnement apparent en conditions thermophiles (Figure
74, D) se caractérise par une augmentation initiale rapide de 1,045 jusque 1,070 durant les
vingt premiers jours, suivie d'une stabilisation jusqu'au jour 40. Une nouvelle augmentation de
la valeur du facteur de fractionnement se produit ensuite pour atteindre 1,080-1,085 au jour 50
et s'y stabiliser.

2.1.2.2.3. Evolution des communautés de micro-organismes (par ARISA)

Nous avons rencontré des difficultés pour réaliser des hybridations FISH sur des
échantillons provenant d'incubations a 55°C. Une des raisons envisagée est une différence
dans la structure des membranes des cellules entre 35°C et 55°C, qui pourrait rendre le
protocole de fixation inadapté. Toutefois, a ce jour, aucune explication définitive ne peut étre
avancée. L'utilisation de cette technique sur des échantillons provenant d'incubations
thermophiles semble toutefois possible comme l'illustrent des résultats obtenus lors d'une
étude de la dégradation du phénol en conditions thermophiles (Chen, Wu et al. 2008).

En l'absence d'observation FISH, le suivi de 1’évolution des communautés microbiennes
a été réalisé par PCR-ARISA ciblant le domaine Archaea et comparé aux résultats obtenus a
35°C. La Figure 75 présente I’évolution des images dites « Gel-like » sur lesquelles chaque
bande correspond a un type de micro-organismes. Il arrive également qu'un seul type de
micro-organisme puisse donner plusieurs bandes d'amplification comme nous avons pu le
constater lors de PCR ARISA réalisées sur des souches pures.

A 35°C, par rapport a celui de I’inoculum (jour 0), les profils se modifient pendant les
quarante trois premiers jours d’incubation. A partir du jour quarante trois, une bonne stabilité
des profils peut étre observée. Cependant, certaines bandes deviennent beaucoup moins
intenses entre les jours 43 et 69 (bandes situées aux environs de 700 paires de bases). A partir
du jour 69, la stabilité des profils est remarquable jusqu'a la fin de I’expérience.

A 55°C, les profils sont différents de ceux rencontrés a 35°C. En effet, plusieurs bandes
ne sont pas identiques. Le profil en condition thermophile se modifie rapidement et assez
profondément par rapport a celui de l'inoculum lors de la premiére phase de production de
méthane (entre les jours 0 et 10). Une deuxieme modification de profil est observée entre les
jours 10 et 16 (période d'interruption de la production de méthane) avant de se stabiliser a
partir du jour 30. La stabilité des profils est remarquable pendant toute la deuxieme phase de
production (entre les jours 30 et 91).
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Figure 75 : ARISA archées des incubations a 35°C (DRF-35 (1)) et 55°C (DRF-55 (2)).

2.1.2.2.4. Identifications des micro-organismes par clonage/séquencage

Un clonage/séquencage du gene codant pour 'ARN ribosomal 16S des archées et des
bactéries des €chantillons prélevés, extraits et amplifiés au jour 43 des incubations DRF-35
(1) et DRF-55 (2), a été réalisé.

En ce qui concerne l'incubation DRF-35 (1), au jour 43, les micro-organismes du
domaine Archaea présents, ont €té identifiés comme appartenant a trois ordres distincts
(Methanosarcinales, Methanomicrobiales et Thermoplasmatales). Au sein de la banque de
clone, on retrouve des Methanosarcinales (39 %), des Methanomicrobiales (32 %) ainsi que
quelques Thermoplasmatales (18 %). Plus en détails, des séquences proches de
Methanoculleus palmolei, de clones référencés comme Uncultured microbiales, de
Methanosarcina barkeri et de "Terrestrial miscellaneous” ont pu étre identifiés suite a la
comparaison avec une banque de séquences (SSURef 102 SILVA).

La présence en proportion dominante des Methanosarcina barkeri est cohérente avec
les observations réalisées en FISH. Cependant, les Methanomicrobiales et les
Thermoplasmatales n'ont pas €té observées lors des hybridations. Il est donc possible que ces
micro-organismes soient minoritaires ou ne soient pas ou peu actifs et donc tres difficiles a
observer par la technique FISH. En effet, l'intensité du signal de fluorescence dépend du
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nombre de copie d'ARN ribosomaux 16S hybridés, or ce nombre dépend directement de
l'activité cellulaire du micro-organisme.

Domaine Ordre Pourcentage®
Methanosarcinales
Methanomicrobiales
Archaea .
Thermoplasmatales
Chimeres** —{ 11 %

* Nombre de séquences identifiées par rapport au hombre de sequences analysees

** Recombinaison de sequences dorigines diverses

Détails :
Methanosarcinales Espéce Methanosarcina barkeri
Espéce Methanoculleus palmolel
Methanomicrobiales
Uncultured microbiales
Thermoplasmatales | Groupe Terrestrial miscellaneous

Figure 76 : Résultats du clonage/séquencage des archées a 35°C (DRF-35 (1) au jour 43) obtenus par
analyses phylogénétiques (28 clones archées séquencés).

En ce qui concerne l'incubation DRF-35 (1), au jour 43, les micro-organismes du
domaine Bacteria présents, ont été identifiés comme appartenant a trois ordres distincts
(Firmicutes, Synergistetes et Bacteroidetes). Au sein de la banque de clone, on trouve une
grande majorité de Bacteroidetes (86 %), mais également quelques Firmicutes (3 %) ainsi que
quelques Synergistetes (2 %). Plus en détails, des séquences proches de Proteiniphillum,
Petrimonas, Dysgomonas, Clostridium phytofermentans et Clostridiales bacterium ont pu étre
identifiés par comparaison aux banques de séquences répertoriées a ce jour.
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Domaine Phylum Pourcentage”
Firmicutes
] Synergistetes
Bacteria
Bacteroidetes

Chimeéres** —{ 09 %

* Nombre de séquences identifiées par rapport au hombre de sequences analysees

** Recombinaison de séquences d'origines diverses

Détails :
Genre Proteiniphillum
Bacteroidetes | Genre Petrimonas
Genre Dysgomonas
o Espéce Clostridium phytofermentans
Firmicutes — :
Groupe Clostridiales bacterium
1] Unknown

Figure 77 : Résultats du clonage/séquencage des bactéries a 35°C (DRF-35 (1) au jour 43) obtenus par

analyses phylogénétiques (63 clones bactéries séquencés).

En ce qui concerne l'incubation DRF-55 (2), au jour 43, les micro-organismes du
domaine Archaea présents, ont été identifiés comme appartenant a deux phyla distincts
(Methanomicrobiales et Thermoplasmatales). Dans la banque de clones, on trouve une
majorité de Methanomicrobiales (84 %), mais également des Thermoplasmatales (14 %). Plus
en détails, des Methanoculleus thermophilus ainsi que des Terrestrial miscellaneous ont pu

étre identifiés par comparaison aux banques de séquences répertoriées a ce jour.

Les archées identifiées a 55°C appartiennent trés majoritairement a l'ordre des
Methanomicrobiales (Methanoculleus thermophilus). Cependant, ces micro-organismes sont
différents de ceux retrouvés a 35°C (Methanoculleus palmolei a 35°C et Methanoculleus

thermophilus a 55°C)
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Domaine Ordre Pourcentage*

’7 Methanomicrobiales -
Archaea L Thermoplasmatales '

Chiméres** ﬁ 02 %

* Nombre de sequences identifiees par rapport au nombre de séquences analysées

** Recombinaison de séquences dorigines diverses

Détails :
Methanomicrobiales Espéce Methanoculleus thermophilus
Thermoplasmatales Groupe Terrestrial miscellaneous

Figure 78 : Résultats du clonage/séquencage des archées a 55°C (DRF-55 (2) au jour 43) obtenues par
analyses phylogénétiques (63 clones archées séquencés).

En ce qui concerne l'incubation DRF-55 (2), au jour 43, les micro-organismes du
domaine Bacteria présents, ont ¢été identifiés comme appartenant a quatre phyla distincts
(Firmicutes, Thermotogae, Synergistetes et Bacteroidetes). Dans la banque de clones, on
trouve une majorité de Firmicutes (49 %), mais également quelques Thermotogae (13 %) et
Bacteroidetes (12 %) ainsi que quelques Synergistetes (6 %).

Détails :

Famille Rickenellaceae

Domaine Phylum Pourcentage”* . ]
hy 9 Bacteroidetes Genre Petrimonas

Genre Dysgomonas

W Synergistetes Espece Anaerobaculum thermoterrnum
The Uncultured anaerobaculum
_{W}_. Genre Tepidianasrobacter
secors e [
[W.I‘ - Famille Lachnospiraceae
Genre Gelria

[ Firmicutes e -
|Chiméres“ ‘ 20 % ‘ Genre Tepidimicrobium
| L - -
Famille Ruminococcaceae
Espéce C. cellulosi

" Nombre de séquences identifiées par rappoit au nombre de séquences analysées

" . . . ] Espéce C. thermosuccinogenes
* Recombinaison de sequences d'origines diverses
Famille Sporanasrobacter
Thermotogae Genre Petrotoga
@ Unknown

Figure 79 : Résultats du clonage/séquencage des bactéries a 55°C (DRF-55 (2) au jour 43) obtenus par
analyses phylogénétiques (78 clones bactéries séquencés).
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2.1.2.3. Discussion

La comparaison des résultats issus des microcosmes de dégradation de déchets, réalisés
a 35°C et 55°C, met en évidence de nombreuses différences.

2.1.2.3.1. [Effet de la température sur la production de méthane et la composition du
lixiviat

La température semble, dans nos conditions expérimentales, n'influencer que faiblement
les processus d'hydrolyse et d'acidogenese des déchets. En effet, les quantités et les
concentrations d'AGV ainsi que leur distribution, sont relativement similaires a 35 et 55°C
lors de la phase qui correspond a leur accumulation dans le milieu. Toutefois, alors que
globalement, les quantités de COD produites sont identiques, a 55°C, la production totale de
méthane est plus faible que celle obtenue a 35°C (pour la méme quantité de déchets) (Figure
74, A). Le démarrage de la méthanogenese a 55°C intervient quasiment immédiatement, alors
qu'il faut 20 jours pour que la production de méthane démarre a 35°C (Figure 74, A). Enfin, la
comparaison du COD restant en fin d'incubation dans les lixiviats révele qu'une importante
partie du COD & 55°C (dont 359 mgC.L" de propionate) n’est pas minéralisée (a 35°C
[CODfinale = 397 mgC.L", & 55°C [COD]finate = 869 mgC.L™") (Figure 74, B), ce qui pourrait
expliquer le fait que le rendement de production de méthane soit plus faible a cette
température.

Des résultats identiques (rendement de production de méthane plus faibles a 55°C et
persistance d'une quantité¢ importante de COD visiblement réfractaire a la biodégradation en
fin d'incubation) ont été observés lors d'incubations de déchets reconstitués chinois et
putrescibles, avec un inoculum provenant d'une boue de station d'épuration. Cependant,
I'absence de consommation du propionate a 55°C survient uniquement sur les déchets
frangais. Il est possible que ces incubations n'étaient pas totalement stabilisées au moment de
l'arrét des expériences. Une partie importante du COD formé en condition thermophile
apparait étre réfractaire a la digestion anaérobie, ce qui entrainerait une diminution des
rendements de méthanisation a cette température. Des analyses en spectrométrie de masse a
transformée de Fourrier (FTICR-MS) sont en cours pour tenter d'identifier la nature de ces
molécules.

2.1.2.3.2. Effet de la température sur les métabolismes de la méthanogenese

La température influence également significativement les métabolismes a 1'origine de la
production du méthane. A 35°C, la production de méthane, comme nous l'avons déja vu
précédemment, est initialement due a un mélange de  métabolismes
(acétoclaste/hydrogénotrophe). Ensuite, du fait de la production d'acétate provenant de la
dégradation des déchets, elle survient par méthanogenese acétoclaste (majorité du méthane).
Pour finir, suite a 1'épuisement de l'acétate dans le milieu, le méthane est produit par un
mélange de métabolismes (acétoclaste/hydrogénotrophe) lors notamment de l'oxydation
syntrophique du propionate. A 55°C, la production de méthane a lieu par méthanogenese
hydrogénotrophe (composition isotopique du méthane constamment inférieure a -60 %o
(Figure 74, B) et valeur du facteur de fractionnement supérieure a 1,065 (Figure 74, C)), et
cela pendant toute la durée (a I'exception du point initial) de la dégradation (Figure 74, C).
Pourtant, l'analyse du lixiviat réveéle, en début d'incubation, une importante production
d'acétate (Figure 74, C). Cet acétate est ensuite consommé car il disparait rapidement du
lixiviat. La majorité du méthane a 55°C semble ainsi étre produit par méthanogenese
hydrogénotrophe, probablement via une réaction d'oxydation syntrophique de l'acétate. Le fait
que les évolutions de la composition isotopique du dioxyde de carbone et du méthane
évoluent de fagon parallele a partir du jour 35, accrédite le fait que le méthane soit produit en
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condition thermophile par méthanogenese hydrogénotrophe. En effet, ceci est certainement da
au fait que le dioxyde de carbone est le substrat carboné utilis€¢ pour former le méthane durant
cette période.

Des résultats identiques, confirmant qu'en condition thermophile la méthanogenése
acétoclaste semble étre inhibée lors de la digestion anaérobie des déchets et qu'une oxydation
syntrophique de l'acétate se met alors en place, ont été observés lors d'incubations de déchets
reconstitués chinois et putrescibles avec un inoculum provenant d'une boue de station
d'épuration.

Ce méme effet de la température sur les voies métaboliques a €té mis en évidence dans
une ¢tude réalisée en 2004 sur des incubations de sol de rizi¢re. En effet, il a été montré que
des voies métaboliques différentes se mettaient en place dans les expériences réalisées dans la
gamme 10-37°C (majoritairement acétoclaste) et a 50°C (majoritairement hydrogénotrophe),
grace a l'utilisation des mesures de composition isotopique (Fey, Claus et al. 2004). Ce
résultat a été¢ confirmé dans une étude récente, ou pour des températures inférieures a 40°C, le
méthane était produit par un mélange de métabolismes (acétoclaste et hydrogénotrophe), alors
que lorsque la température était supérieure a 40°C, le métabolisme était exclusivement
hydrogénotrophe (Conrad, Klose et al. 2009).

2.1.2.3.3. [Effet de la température sur les communautés de micro-organismes

L’évolution des profils ARISA des archées apporte des informations sur les
modifications intervenant au sein des communautés microbiennes. Aux deux températures
d’incubation, la population microbienne introduite avec I’inoculum est profondément
modifiée pendant les premiers jours. Cette période dure environ 60 jours a 35°C, alors qu’elle
se termine apres 16 jours a 55°C. Ensuite, les populations restent stables jusqu’a la fin des
expériences. L’adaptation des populations a 55°C est donc bien plus rapide qu’a 35°C.
Cependant, la modification populations par rapport a celles initialement présentes dans
I’inoculum (équivalent au profil du jour 0), semble visuellement plus importante a 55°C, ce
qui peut s’expliquer du fait de I’utilisation d’un inoculum mésophile.

Les résultats du clonage / séquengage réalisé sur des €chantillons prélevés au jour 43
apportent des informations précises sur les micro-organismes présents dans les incubations.
La comparaison des résultats obtenus a 35°C et 55°C met en évidence la présence de
Methanosarcina barkeri, uniquement en conditions mésophiles. Ces observations sont
cohérentes avec les observations FISH. La présence de membres de la famille
Methanomicrobiales et de Thermoplasmatales a 35°C et 55°C a été mise en évidence. A
35°C, la présence de Methanomicrobiales n'a pas pu é&tre observée en FISH. Trois
explications sont envisageables, soit elles sont trop minoritaires pour étre observable en FISH,
soit elles ne sont pas ou peu actives et de ce fait le signal de fluorescence n'est donc pas
observable, soit un probléme d'ordre méthodologique a conduit & une mauvaise hybridation.
Si toutefois, il s'aveére qu'elles sont présentes et actives, il est possible qu'elles jouent un role
lors de I'oxydation syntrophique du propionate qui conduit a la production d'hydrogene et de
dioxyde de carbone utilisables par les méthanogeénes hydrogénotrophes. A 55°C,
l'identification de membres de la famille Methanomicrobiales est cohérente avec le
métabolisme de méthanogenése hydrogénotrophe mis en é&vidence par les résultats
isotopiques. Il est donc également fort probable qu'une des bactéries mis en €vidence par les
résultats du clonage/séquengage, soit impliquée avec les membres de la famille
Methanomicrobiales dans la réaction d'oxydation syntrophique de I'acétate. Toutefois, aucune
ne correspond a celles déja mentionnées dans des études trouvées dans la bibliographie (cf.
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Chapitre 2, § 1.1.3.3.2 Micro-organismes impliqués). Le role des Thermoplasmatales (micro-
organismes généralement rencontrés dans les milieux acides, thermophiles, voire aérobies)
dans nos incubations a 55°C et 35°C, reste inconnu.

2.1.3. Conclusion

L'étude de l'effet de la température (35°C vs 55°C) sur la dégradation de déchets en
conditions anaérobies, met en évidence des différences importantes en termes de temps de
latence (quasi inexistant a 55°C, 20 jours a 35°C) et de production de méthane (production
plus importante a 35°C pouvant étre expliquée par le fait qu'une part plus importante de
carbone difficilement dégradable soit formée en condition thermophile). L'étude des
métabolismes a 1'origine de la production de méthane, grace aux mesures de compositions
isotopiques, met en évidence des différences importantes en fonction de la température. A
35°C la majorité du méthane est produite par méthanogenese acétoclaste, alors qu'a 55°C le
méthane est produit quasi exclusivement par méthanogeneése hydrogénotrophe. Toutefois, a
55°C, de l'acétate est bel et bien produit en méme proportion qu'a 35°C et consommé, ce qui
indique que le méthane est, dans ces conditions, produit par oxydation syntrophique de
l'acétate. L'analyse de l'évolution des communautés microbiennes permet de mettre en
évidence des modifications qui concordent avec les modifications de métabolisme observées.
Ainsi, le couplage entre I'approche isotopique et les analyses de microbiologie moléculaire a
permis de mettre en é&vidence le role prépondérant des archées de la famille
Methanosarcinaceae dans la production de méthane en condition mésophile, tout au long de
l'incubation, et ce malgré les changements métaboliques, illustrant ainsi la versatilité
métabolique des membres de cette famille d'archées. En condition thermophile, les archées de
la famille Methanosarcinaceae ont totalement disparu au profit des Methanoculleus
thermophilus qui produisent le méthane par méthanogenese hydrogénotrophe certainement en
symbiose avec une bactérie réalisant préalablement l'oxydation de 1'acétate.

Ces résultats, obtenus sur un déchet reconstitué francais inoculé avec un inoculum
provenant d'un lixiviat d'ISDND, sont comparables a ceux obtenus lors d'expériences sur
d'autres types de déchets (déchets chinois reconstitués, déchets putrescibles) et un autre type
d'inoculum (boue de station d'épuration). Les conclusions concernant les différences de
métabolisme observées en fonction de la température, ne sont pas relatives a un type
d'inoculum ou un type de déchet mais sembleraient donc généralisables.

Cette partie du travail illustre ainsi le potentiel de 'approche isotopique utilisée afin
d'é¢tudier la digestion anaérobie de déchets complexes. Afin d'étudier plus finement les
changements de métabolisme en fonction de la température et notamment la mise en place de
la réaction d'OSA en condition thermophile, des incubations d'acétate ont €té réalisées et sont
présentées dans la partie suivante.

2.2. Effet de la température sur la méthanisation de I'acétate

2.2.1. Introduction

Afin de mieux comprendre le déterminisme des effets de la température observés lors de
la dégradation de déchets reconstitués sur les voies métaboliques de la méthanogenése (cf.
Chapitre 4, § 2.1 Effet de la température lors de la digestion anaérobie de déchets), des
incubations d'acétate a différentes températures (35°C et 55°C, températures identiques a
celles utilisées lors des expériences présentées dans la partie précédente) ont été réalisées a
partir de deux inocula provenant d'installation de traitement anaérobie de déchets. Le premier
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est issu d'un lixiviat d’ISDND (plage de température mésophile) et le second d’une boue de
méthaniseur de déchets (plage de température thermophile) (cf. Chapitre 3, § 2 Les consortia
microbiens dit inocula). L'ensemble des parameétres expérimentaux ainsi que la nomenclature
utilisée dans le cadre de ces incubations sont détaillés dans le Tableau 37.

Tableau 37 : Nomenclature des expériences sur l'effet de la température sur la dégradation de l'acétate.

Incubations Inoculum Substrat [Substrat] Milieu Température
Lixi-T-35 (1,2 & 3) o o s
Lixiviat 1SD mille BMP- 350¢
Lixi-A-35 (1,2 & 3) Acétate 3,0gL" carbonate
Lixi-T-55 (1,2 & 3) 14} 14} s
Lixiviat dISD millen BMP ss0c
Lixi-A-55 (1,2 & 3) Acétate 3,0gL” carbonate
BoueOM-T-35 (1,2 & 3) Boue de 1%} %] milien BMP
méthaniseur + carbonat 35°C
BoueOM-A-35(1,2&3)  thermophile Acétate 30gL’ carbonate
BoueOM-T-55 (1,2 & 3) Boue de ) %) milien BMP
méthaniseur + carbonat 35°C
BoueOM-A-55 (1,2 & 3) thermophile Acétate 3,0gL’ carbonate

Des triplicats de témoin négatif (pas de substrat) ont été réalisés pour chacun des
inocula. Aucune production de méthane n'est enregistrée au bout 100 jours d'incubation.

2.2.2. Résultats expérimentaux obtenus

2.2.2.1. Inoculum d'ISDND

Des incubations similaires d'acétate (triplicats, 3 g.L"' d'acétate, milieu BMP & tampon,
inoculum de lixiviat d'ISDND) ont été réalisées a 35°C (Lixi-A-35) et a 55°C (Lixi-A-55).
Elles permettent de mettre en évidence des comportements différents en fonction de la
température (cf. Figure 80).

A 35°C, apres une période de latence importante de 65 jours, la production de méthane
a débuté jusqu'a atteindre 360 mL.g" d'acétate, ce qui correspond a la valeur théorique
attendue (373,5 mL.g" d'acétate) (Figure 80, A, Gauche). Quinze jours auront été nécessaires
pour que la dégradation soit totale. La production de méthane s'arréte ensuite assez
rapidement du fait de 1'épuisement du stock d'acétate (Figure 80, B, Gauche). Une trés bonne
reproductibilité entre les incubations du triplicat (Lixi-A-35) est observée.

A 55°C, les incubations du triplicat ont par contre présenté des comportements tres
différents. Pour une des incubations (Lixi-A-55 (1)), apres une période de latence importante
de 68 jours, la production de méthane a débuté jusqu'a atteindre 380 mL.g™' d'acétate ce qui
correspond a la valeur théorique attendue (373,5 mL.g" d'acétate) (Figure 80, A, Droite).
Ensuite, faute de substrat, elle s’est arrétée (Figure 80, B, Droite). 51 jours auront été
nécessaires pour que celle-ci soit totale. Pour les deux autres incubations (Lixi-A-55 (2 et 3)),
la production de méthane n’a jamais débuté (Figure 80, A, Droite).

Au niveau de la composition isotopique, les valeurs se situent dans deux zones

différentes : acétoclaste a 35°C (car supérieure a -60 %o) et hydrogénotrophe a 55°C (car
inférieure a -60 %o) (Figure 80, C, Droite et Gauche).

- 181 -



Production cumulée de CHa

Concentration d'aceétate

5 13C

(%)

ac

(Sans unite)

(mL.g™" d'acétate)

{mg.L")

Chapitre 4 : Résultats et discussion

En conditions mésophiles, le 8°CHy4 (recalculé) démarre aux alentours de -45 %o et
augmente pour atteindre environ 20 %o. L’augmentation, jusqu'a des valeurs positives, de la
composition isotopique du méthane observée a 35°C, traduit 1’enrichissement du substrat (cas

d’un milieu clos) (Figure 80, C, Gauche).

En conditions thermophiles, le 8*CH, (recalculé) démarre aux alentours de -80 %o,
diminue légerement puis augmente ensuite lentement jusqu'a la fin de l'incubation pour
atteindre de nouveau sa valeur initiale. La 1égére augmentation de la composition isotopique
du méthane semble étre corrélée avec celle du dioxyde de carbone, illustrant ainsi que le CO;
est certainement le substrat carboné utilis€ lors de la méthanogenése dans cette incubation. Le
méthane y est donc produit par oxydation syntrophique de 1'acétate (Figure 80, C, Droite).
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Figure 80 : Evolution des incubations Lixi-A-35 et Lixi-A-55.
(A) Production cumulée de méthane ;
(B) Concentration en acétate ;
(C) Composition isotopique recalculée du CO, et CH,;
(D) Facteur de fractionnement apparent.
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Ces interprétations, faites a partir de I'évolution des compositions isotopiques sont
confirmées par les valeurs du facteur de fractionnement apparent (Figure 80, D, Droite et
gauche) puisque ces derniéres restent supérieures a 1,065 (limite inférieure de la zone de
production par voie hydrogénotrophe) (zone bleu sur la Figure 80, D), dans l'incubation
thermophile ayant produit du méthane et inférieures a 1,055 (limite supérieure de la zone de
production par voie acétoclaste) (zone rouge sur la Figure 80, D), dans les incubations
mésophiles.

2.2.2.2. Inoculum de digesteur d'ordures ménagéres

Des incubations similaires d'acétate (triplicats, 3 g.L™' d'acétate, milieu BMP & tampon,
inoculum de digesteur d'ordures ménageres thermophiles) ont été réalisées a 35°C et a 55°C.
Elles ont mis en évidence des comportements différents (cf. Figure 81 & Figure 82).

2.2.2.2.1. Incubations mésophiles (35°C)

La production de méthane est beaucoup moins reproductible entre les triplicats avec cet
inoculum que lors des incubations réalisées dans les mémes conditions avec un inoculum
provenant d'un lixiviat d'ISDND. Les cinétiques de production sont également beaucoup plus
lentes puisque la production maximale de 345 mL.g" d'acétate (proche de la production
théorique attendue (373,5 mL.g'1 d'acétate)) n'est atteinte au plus tot (BoueOM-A-35 (1))
qu'au bout de 350 jours (cf. Figure 81, A).

Pour les incubations numéro 1 et 2, un temps de latence trés court suivi d'une premiere
phase de production présentant des cinétiques distinctes mais conduisant a une production de
méthane similaire (200 mL.g" d'acétate), sont observés. Les données isotopiques montrent
que, durant cette phase dans ces deux incubations le méthane est produit par méthanogenese
acétoclaste (composition isotopique supérieure a -60 %o et facteur de fractionnement apparent
inférieur a 1,055 (zone rouge sur la Figure 81, D). Apres une interruption de la production de
méthane de 100 jours pour l'incubation 2 et de 30 jours pour l'incubation 1, la production de
méthane reprend au jour 200 dans les deux incubations. Les données isotopiques montrent
que, durant cette deuxiéme phase, le méthane est produit dans l'incubation 1 par
méthanogenese hydrogénotrophe (passage en zone bleu sur la Figure 81, D) de fagon plus
rapide que dans l'incubation 2 au sein de laquelle le métabolisme est resté de type acétoclaste.
L'incubation 3 quant a elle, présente un comportement totalement différent puisque la
production de méthane débute réellement a partir du jour 300 avec une cinétique de
production beaucoup plus rapide que dans les deux premiéres incubations. En effet, dans cette
incubation, la production maximale est atteinte au méme jour (jour 480) que dans l'incubation
2 pour laquelle le temps de latence était quasiment nul. Le méthane est produit dans
l'incubation 3 exclusivement par la voie hydrogénotrophe via une oxydation syntrophique de
l'acétate.
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Figure 81 : Evolution des incubations BoueOM-A-35.
(A) Production cumulée de méthane ; (B) Concentration en acétate ;

(C) Composition isotopique recalculée du CO, et CHy;
(D) Facteur de fractionnement apparent.
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2.2.2.2.2. Incubations thermophiles (55°C)
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Figure 82 : Evolution des incubations BoueOM-A-55.
(A) Production cumulée de méthane ; (B) Concentration en acétate ;
(C) Composition isotopique recalculée du CO, et CHy;
(D) Facteur de fractionnement apparent.
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Apres une période de latence relativement courte (10 jours), la production d’acétate a
débuté jusqu'a atteindre la valeur théorique attendue (Figure 82, A). Peu apres le jour 75, faute
de substrat (Figure 82, B), elle s’est arrétée.
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Figure 83 : Zoom du graphique représentant la production de
méthane cumulée des incubations BoueOM-A-55.

Les données isotopiques mettent en évidence que le méthane est produit, pour les
incubations BoueOM-A-55, dans un premier temps par méthanogenese acétoclaste puis par
méthanogenese hydrogénotrophe. En effet, dans les premiers jours d'incubation les facteurs de
fractionnement apparent se situent dans la zone acétoclaste (zone en rouge de la Figure 82, D)
mais rapidement, les valeurs isotopiques passent en zone intermédiaire puis en zone
hydrogénotrophe (zone en bleu de la Figure 82, D).

2.2.3. Interprétations et discussions

2.2.3.1. Effet de la nature de l'inoculum

11 est tout d'abord intéressant de noter que lorsque la température d'origine de 1'inoculum
est utilisée (Lixi-A-35 et BoueOM-A-55), des comportements reproductibles, tant au niveau
de la production de méthane que de la mise en place des voies métaboliques, sont observés.
Dans le cas inverse (Lixi-A-55 et BoueOM-A-35) des cinétiques tres différentes (des
inhibitions totales pouvant méme étre observées (Lixi-A-35 (2) et (3)), pouvant s'expliquer
par la mise en place de métabolismes différents comme le montre les analyses isotopiques
effectuées, sont observées. Ceci est particulierement le cas dans les incubations BoueOM-A-
35 a 35°C, pour lesquelles des cinétiques et des successions de métabolismes tres différentes
ont été¢ mises en €vidence dans les trois incubations.

2.2.3.2. Effet des changements métaboliques sur la production finale de méthane

La comparaison des quantités de méthane produites en fin des incubations au cours
desquelles soit une méthanogenese acétoclaste ou une oxydation syntrophique se met en
place, montre que les rendements de production de méthane sont identiques quel que soit le
métabolisme de production de méthane utilisé. En effet, les productions de méthane sont tres
proches, par exemple en fin des incubations Lixi-A-35 et Lixi-A-55 (1), alors que les
métabolismes mis en ceuvre dans ces incubations sont respectivement la méthanogencse
acétoclaste et l'oxydation syntrophique de l'acétate. Le méme constat peut étre fait en
comparant les incubations BoueOM-A-35 (2) et BoueOM-A-35 (3). Ainsi, alors qu'on ne
pouvait pas exclure que la différence de production de méthane (Figure 74, B) observée entre
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les incubations réalisées a 35°C (DRF-35) et 55°C (DRF-55) sur les déchets francais
reconstitués soit due au fait qu'a 55°C I'OSA se soit mise en place (diminution du rendement
de la réaction du fait qu'elle soit réalisée en deux étapes), ces résultats semblent montrer que,
dans nos conditions expérimentales, cette hypothese est peu probable.

2.2.3.3.

Les incubations réalisées avec I'inoculum de lixiviat semblent mettre en évidence que la
température influence directement la mise en place des métabolismes méthanogenes puisque,
comme pour les expériences sur les déchets reconstitués (DRF-35 et DRF-55), une
méthanogenese acétoclaste est observée en condition mésophile alors que, dans la seule
incubation ayant produit du méthane en condition thermophile, une méthanogenese de type
hydrogénotrophe se met en place via une oxydation syntrophique de I'acétate.

Effet direct ou indirect de la température sur les changements métaboliques

Les incubations BoueOM-A-35 montrent quant a elles, que la température ne semble
pas étre le seul facteur pouvant expliquer la mise en place de métabolismes différents pour la
production de méthane. En effet, a température identique (35°C), le méthane est produit dans
les incubations BoueOM-A-35 (1) et (2) et BoueOM-A-35 (3), par des métabolismes
différents (acétoclaste et/ou hydrogénotrophe).
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Figure 84 : Localisation du changement de métabolisme dans les incubations BoueOM-A-55.
(A) Concentration d'acétate ; (B) Composition isotopique recalculée du CO, et CH,;
(C) Facteur de fractionnement apparent.

- 187 -



Chapitre 4 : Résultats et discussion

Dans les incubations BoueOM-A-55, a 55°C, les cinétiques de production de méthane
sont différentes. Ainsi, aprés 30 jours, des productions de CHy allant du simple au double sont
observées entre les différentes incubations. En fin d'expérience, la production de méthane
dans les trois incubations du triplicat converge vers la méme valeur. Les données isotopiques
indiquent qu'aprés un démarrage de la production de méthane par voie acétoclaste, une
oxydation syntrophique de 'acétate (OSA) se met en place. Il est a noter que ce changement
de métabolisme ne s'opere pas au méme moment dans les trois incubations. En considérant
que la production par voie hydrogénotrophe débute lorsque la valeur du facteur de
fractionnement apparent franchit la limite haute de la zone acétoclaste soit 1,055, le
changement de métabolisme se produit autour des jours 30, 40 et 53 respectivement pour les
incubations 3, 2 et 1 (Figure 84, C). Il est a noter qu'il s'agit également du moment ou la
composition isotopique passe sous la valeur de -63 %o (Figure 84, B) qui est la limite
inférieure de la gamme acétoclaste. D'autre part, il apparait que plus le changement de
métabolisme intervient tard, plus la cinétique de production de méthane avant le shift
métabolique est rapide (Figure 82, A).

La température ne pouvant étre responsable de ce changement de métabolisme
(incubations a température constante) nous avons cherché a expliquer le phénomene observé.
Un effet de la concentration en acétate a tout d'abord été envisagé puisqu'il a été montré qu'a
basse concentration en acétate, 1'oxydation syntrophique de l'acétate serait privilégiée par
rapport a la méthanogenese acétoclaste en condition thermophile (Ahring 1995). Dans les
incubations BoueOM-A-55, les changements de métabolismes se produisent a des
concentrations d'acétate (Figure 84, A) tres différentes (environ 700, 1700 et 2400 mg
d'acétate par litre respectivement pour BoueOM-A-55 (1), (2) et (3)). La concentration en
acétate du milieu n'apparait donc pas pouvoir d'expliquer, dans le cas de nos incubations, le
changement de métabolisme observé.

La possibilit¢ que la concentration en ammoniac qui est suspectée d'avoir un effet
inhibiteur plus marqué sur la méthanogenese acétoclaste (Chen, Cheng et al. 2008) que sur la
méthanogenese hydrogénotrophe puisse étre responsable de ce changement métabolique a été
ensuite évaluée.

La solution BMP utilisée comme milieu de culture contient du NH4Cl a la concentration
de 0,5 g.L"'. A l'aide de la formule donnée en Equation 21, la concentration théorique de NH;
a pu étre calculée en tenant compte du pH et de la température. Pour faire ces calculs,
I’hypothése que la concentration en azote ammoniacal était restée constante durant les
incubations a été utilisée. En effet, dans le milieu BMP, l'azote ammoniacal qui sert de source
d'azote pour les micro-organismes est ajouté en exces. Des mesures de concentration en
cations ont été réalisées (données non présentées) et ont montré que les concentrations en
NH," dans le milieu n'ont effectivement pas connues d'évolution au cours de l'incubation. Les
valeurs calculées de NHj; atteignent rapidement 100 mg.L™", ce qui est trés proche des valeurs
seuils d'inhibition de la méthanogenese acétoclaste par le NH; publiées dans la littérature (128
mg.L™") lors d'expériences utilisant un inoculum provenant également d'un digesteur anaérobie
de déchets solides (Schnurer et Nordberg 2008).

Les courbes représentant l'évolution du facteur de fractionnement apparent des
incubations BoueOM-A-55 en fonction de la concentration en NHj sont présentées en Figure
85.
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Figure 85 : Facteur de fractionnement apparent (Olapp) en fonction de la concentration en NH; dans les
incubations BoueOM-A-55.

Le fait que le changement de métabolisme se produise pour les trois incubations a une
méme valeur de concentration en ammoniac (entre 90 et 100 mgL™) proche d'une
concentration potentiellement inhibitrice de la méthanogenese acétoclaste semble indiquer
que la concentration en NH3 pourrait entrainer le changement de métabolisme acétoclaste vers
I’OSA. 1l est a noter tout de méme que cette montée de la concentration en NH; est
directement corrélée avec I'augmentation du pH due a la diminution de la concentration en
acétate. Il est impossible d’exclure que le pH soit également un parametre gouvernant ce
changement métabolique. Toutefois, lors des incubations réalisées a 35°C, 1'évolution de pH
est relativement similaire a celle des incubations réalisées a 55°C et n'induit pas les mémes
modifications. Cela laisse penser que le pH n'a pas une influence déterminante sur le
changement métabolique.

Il est donc envisageable que l'augmentation de la température, en entrainant un
accroissement de la proportion d'azote ammoniacale sous la forme libre, soit indirectement a
l'origine de l'inhibition des méthanogenes acétoclastes en condition thermophile. Les
hydrogénotrophes, en général plus résistantes a cette forme d'inhibition, pourraient donc dans
ces conditions étre les seules archées capables de produire du méthane a partir de 'acétate via
une oxydation syntrophique avec une bactérie.

L'azote ammoniacal pourrait ainsi étre responsable des différences de métabolismes
observées entre conditions mésophile et thermophile lors des incubations de déchets
reconstitués. En effet, alors qu'a 35°C les concentrations en NHj3 observées ne dépassent pas
68 mg.L'1 a 55°C les concentrations déterminées sont nettement supérieures a 100 mg.L'l.
Cette différence pourrait donc étre la cause directe de l'orientation vers le métabolisme
hydrogénotrophe en condition thermophile et la température pourrait donc n'avoir qu'un effet
indirect.
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Enfin, la différence de métabolisme observée entre les incubations avec 1'inoculum de
lixiviat a 35°C (Lixi-A-35) et a 55°C (Lixi-A-55), pourrait également étre due a une inhibition
expliquée par la présence de NH; plus importante en condition thermophile. En effet, méme si
les conditions d’incubation sont identiques, le simple passage de 35°C a 55°C modifie
1’équilibre NH,"/NH; (cf. Equation 21). Ainsi, en fonction de la température et des valeurs de
pH au sein des incubations des concentrations en NH3 pouvant atteindre 94,21 mg.L" pour
Lixi-A-55 et 39,63 mg.L"' pour Lixi-A-35 ont été déterminées. Il est donc envisageable que le
seuil d’inhibition des micro-organismes acétoclastes par le NH; ait ¢été dépassé dans
I’incubation Lixi-A-55 (1), d’ou un passage par une réaction d’oxydation syntrophique de
’acétate.

Une série d'incubations a été réalisée afin de mettre en évidence I'effet indirect suspecté
de la température sur les métabolismes. Des incubations similaires au BoueOM-A-55, mais
avec des concentrations différentes de NH," (45 mg.L™", 180 mg.L" et 720 mg.L™") ont été
réalisées. La production de méthane a eu lieu par la voie acétoclaste pour les trois
concentrations de NH,'. Malheureusement, le pH dans ces incubations est resté inférieur a 8
pendant la production active de méthane. Il nous est donc impossible de vérifier l'effet de la
concentration en NHj sur les métabolismes, car la concentration en NHj; s'est révélée trop
faible (inférieure a 90-100 mg.L™") pour reproduire les conditions expérimentales des
incubations BoueOM-A-55. Cependant, il est intéressant d'observer que dans les incubations
ou la concentration en NHj reste faible, le méthane est bien entiérement produit par
méthanogenese acétoclaste méme a faibles concentrations en acétate en fin d'incubation en
condition thermophile.

2.2.4. Conclusion

L'utilisation des données issues des incubations a 35 et 55°C, avec acétate et avec deux
types d'inoculum (Boue de digesteur d'OM thermophile et lixiviat d'ISDND), montre la
complexit¢ de I'étape de méthanogenese. L'isotopie permet ici d'améliorer notre
comprehension des mécanismes mis en jeu pour la production du méthane et permet I'é¢tude
d'un parameétre opérationnel important en digestion anaérobie qu'est la température. Dans les
incubations de déchets reconstitués comme dans celles d'acétate, la température semble avoir
un role déterminant sur la mise en place des métabolismes lors de 1'étape de méthanogenese. 11
semblerait qu'a 55°C, la réaction d'OSA soit privilégiée par rapport a la réaction de
méthanogenese acétoclaste pour la consommation de l'acétate. A l'inverse, a 35°C,
généralement, 1'acétate est consommé par la voie acétoclaste. Toutefois, les changements de
métabolisme observés a température constante lors des expériences BoueOM-A-55, laissent
penser que l'effet de la température pourrait étre indirect. L'analyse des données laisse
envisager la possibilité que la concentration en NH; (molécule inhibant prioritairement la
méthanogenese acétoclaste) puisse étre responsable de ce changement de métabolisme. En
effet, 1'équilibre liant pH, température et NH;  conduit a des concentrations en NH; plus
importantes a 55°C qu'a 35°C.

3. Effet de la concentration en azote ammoniacal sur la
méthanogenese

Lors de la dégradation de la matiere organique des déchets dans les ISDND et les
méthaniseurs, des quantités importantes d’azote ammoniacal sont générées lors du processus
d'ammonification de la mati¢re organique azotée telles que les protéines. L'azote ammoniacal
ainsi produit peut alors s'accumuler car il n'existe pas de processus efficace de dégradation de
ce dernier dans ces systemes (Kayhanian 1999) et atteindre des niveaux relativement élevés
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(Wens, Vercauteren et al. 2001; Illmer et Gstraunthaler 2009). 1l a été montré qu'au sein des
installations industrielles de traitement anaérobie des déchets, 1’azote ammoniacal, lorsqu'il
est présent a des concentrations importantes, peut entrainer 1’inhibition du processus de
méthanisation (Kayhanian 1994; Wens, Vercauteren et al. 2001). Le déterminisme de ces
phénomenes d'inhibition est encore mal connu et l'utilisation de 1'approche isotopique pourrait
s'avérer étre un outil particulierement adapté pour étudier l'effet de I'azote ammoniacal sur les
métabolismes mis en jeu lors de la méthanogenese.

3.1. Effet de la concentration en azote ammoniacal sur la dégradation de
I'acétate en conditions mésophiles

3.1.1. Introduction

L’effet de l'azote ammoniacal sur la méthanisation de [’acétate, en conditions
mésophiles par un inoculum issu d’un lixiviat d’ISDND préalablement adapté a la
consommation de l'acétate, a été investigué¢ lors d'une série d'incubations spécifiques a
différentes concentrations en azote ammoniacal. La nomenclature utilisée dans le cadre de ces
expériences est détaillée dans le Tableau 38.

Tableau 38 : Nomenclature des expériences sur l'effet de la concentration en azote ammoniacal.

Volume

: +
Incubations Inoculum Substrat [Substrat] liquide initial [NH, ']
T(,2&3) Lixi ISD 9] 1) 500 mL 0,180 g.L"
A(12&3) Lixi ISD Acétate 3,0gL! 500 mL 0,180 g.L"!
Cl(l1&2) .. . Acétate 1 1
Lixi ISD acclim* 33glL 100 mL 0,180 g.L
C1(3) 1X1 acelm Acétate marqué** > 8 o OV 8
C2(1&2) .. . Acétate 1 1
Lixi ISD acclim* 33gL 100 mL 1,440 g.L
C2(3) i acelm Acétate marqué** > 8 o ATE
C3(1&2) .. . Acétate 1 1
Lixi ISD acclim* 33gL 100 mL 3,600 g.L
C3 (3) IS aceim Acétate marqué** =8 o S0 E
C4(1&2) .. . Acétate a1 a1
Lixi ISD acclim* 33glL 100 mL 5,400 g.L
C4 (3) ]Xl acciim Acétate marqué** > 8 o e
C3-b(1&2) Lixi ISD acclim**** Acétate 33glL’ 80 mL 3,600 g.L"!
C4-b (1 &2) Lixi ISD acclim**** Acétate 33gL" 82 mL 5,400 g.L"!
C4-c (1) . . Acétate 4 4
Lixi ISD acclim™**** 33¢gL 67 mL 5,400 g.L
C4d-c (2) Acétate marqué**
*Lixi VG apres acclimatation a l'acétate ** marqué uniquement sur l'atome de carbone du groupement
a0 jpiection d'acétate méthyle C*H;COOH

Avant d'étudier l'effet de la concentration en azote ammoniacal sur la méthanisation de
I'acétate, une série d'incubations a été réalisée afin d'acclimater I'inoculum a la consommation
d'acétate (Série A, Tableau 38). A la fin de cette premiere série d'incubations, le milieu liquide
contenant l'inoculum adapté a 'acétate a été utilisé, en tant que milieu d'incubation pour les
expériences, a différentes concentrations en azote ammoniacal. Pour ce faire, les phases
liquides des trois incubations de la série d'acclimatation (A (1,2 & 3)) ont été mélangées puis
séparées pour réaliser quatre nouvelles sé€ries d'expériences réalisées en triplicat (Série C1 a
C4, Tableau 38) au cours desquelles des concentrations en NH, " allant de 180 a 5400 mg.L™'
ont été appliquées. De 1’acétate présentant une composition isotopique naturelle a été introduit
dans deux des incubations de chaque série de triplicat, alors que dans la troisieme l'acétate
était enrichi en carbone 13 sur le groupement méthyle. Les incubations ont ensuite été placées
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dans une piece thermostatée a 35°C. Les autres conditions expérimentales restent inchangées.
La Figure 86 illustre le principe de I’expérience.

C1

“ - -

NH:& =180mg/L
inoculum c2

Lixi Ve _— u » ii i

NHj =1440 mg /L

T
m -l

—5400 mg/L

Figure 86 : Schéma de principe de I'expérience sur 1'effet de la concentratlon en azote ammoniacal.
(Ac = Acétate & Ac* = Acétate marqué sur le groupement méthyle)

A la fin des incubations aux plus hautes concentrations en azote ammoniacal (C3 et C4),
des réinjections d'acétate ont été réalisées (Série C3-b a C4-b et C4-c, Tableau 38).

Un triplicat de témoins négatifs (sans acétate) (Série T, Tableau 38) a également été
réalisé. Aucune production de méthane n'est enregistrée apres 100 jours d'incubation.

3.1.2. Résultats expérimentaux obtenus

3.1.2.1. Acclimatation de I'inoculum a la consommation d'acétate

Cette expérience d'acclimatation correspond en fait a celle ayant permis de calculer le
facteur de fractionnement en conditions mésophiles a partir d'un inoculum de lixiviat
d'ISDND (cf. Chapitre 4, 1.2.1.1 Inoculum de lixiviat d'ISDND (35°C)). Afin de pouvoir
comparer les cinétiques de production entre les différentes expériences réalisées pour étudier
l'effet de I'azote ammoniacal, les courbes de production de méthane ont ét¢ modélisées a l'aide
du modele de Gompertz (cf. Chapitre 3, § 6.5.2 Caractérisation des courbes de production
cumulée de méthane). Les parametres obtenus par cette modélisation (A = latence ; Rm = taux
de production maximum de méthane ; P = production cumulée de méthane en fin
d'expérience) pour I'ensemble des expériences sont regroupés dans le Tableau 39. Ainsi, lors
de cette série dite d'acclimatation, la production de méthane commence aprés une phase de
latence importante de 65 jours (Figure 64). La production de méthane active dure ensuite
environ 15 jours avec une vitesse de production maximale de méthane de 30 mL de CH, .g™
de CH;COOH .jour . L'épuisement de 'acide acétique entraine la diminution de la production
de CH,4 4 un niveau résiduel. A la fin de la période expérimentale, la production de méthane
cumulée était d'environ 360 mL par gramme d'acide acétique (Tableau 39). Le suivi de la
composition isotopique du méthane et du dioxyde de carbone lors de ces incubations a permis
de mettre en évidence que le méthane y est produit par méthanogenese acétoclaste (Figure
64).
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3.1.2.2. Incubations d’acétate a différentes concentrations d’azote ammoniacal

3.1.2.2.1. Production de méthane

Les incubations d'acétate réalisées avec I'inoculum obtenu apres acclimatation (série A),
présentent des évolutions de la production de méthane cumulée (Figure 87) et de la
concentration d'acétate (Figure 88) différentes, en fonction de la concentration en azote
ammoniacal appliquée.
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Figure 87 : Production cumulée de méthane pour les incubations C1 a C4.
C1 (0,180 g.L"' de NH,"), C2 (1,44 g.L"' de NH,"), C3 (3,60 g.L"' de NH,"), et C4 (5,40 g.L"" de NH,").
Les valeurs correspondent a la moyenne du triplicat.
Les barres d'erreurs représentent 1'écart-type entre les incubations du triplicat.
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Figure 88 : Evolution de la concentration d'acétate dans les incubations C1 a C4.
C1 (0,180 g.L"' de NH,"), C2 (1,44 g.L"' de NH,"), C3 (3,60 g.L"' de NH,"), et C4 (5,40 g.L"' de NH,").
Les valeurs correspondent a la moyenne du triplicat.
Les barres d'erreurs représentent I'écart-type entre les incubations du triplicat.

Pour les deux concentrations les plus basses en NH;" (séries C1 et C2), la production
active de méthane commence avant le jour 10 et atteint rapidement 340 mL de CHsg"' de
CH3;COOH (Tableau 39). Les courbes de concentration d'acétate sont inversement corrélées
avec les courbes de production cumulée de méthane. De 1égeres différences peuvent étre
observées entre les bioréacteurs C1 et C2. Le temps de latence est un peu plus court et la
vitesse de production maximale de méthane est plus élevée pour C1 que pour C2 (Tableau
39). Pour la troisiéme concentration en NHy4" (série C3), la production de méthane commence
apres une phase de latence importante de 42 jours (Figure 87 et Tableau 39). La production de
méthane active dure pendant environ 50 jours avec une vitesse de production maximale de
méthane de 7,5 mL de CHs.g”' de CH;COOH .jour (Tableau 39). L'épuisement de l'acétate
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entraine ensuite la diminution de la vitesse de production de CH4. A la fin de la période
expérimentale, la production cumulée de méthane est d'environ 320 mL par gramme d'acide
acétique (Tableau 39). La production de méthane pour la série C4 (concentration en NH4  de
54 g L") démarre aprés la période de latence la plus importante (75 jours) (Figure 87 &
Tableau 39). La période de production active de méthane dure environ 20 jours avec une
vitesse maximale de production de méthane de 18,9 mL de CHs.g' de CH;COOH jour”
(Tableau 39). Comme pour les autres concentrations en NH,", I'épuisement de I'acétate induit
la diminution de la production de méthane (Figure 87). A la fin de la période expérimentale,
la production cumulée de méthane est d'environ 328 mL par gramme d'acide acétique
(Tableau 39).

Tableau 39 : Paramétres de Gompertz. (A = latence ; Rm = taux de production maximum de méthane ; P=
production cumulée de méthane en fin d'expérience).

Incubations A Rm P
) (mL de CH,.g"' d’CH;COOH (mL de CH,g"'d’
Gours) oury CH,COOH)
A 653 + 04 30,1 £ 0,6 3600 + 14
C1 55 + 0,1 54,9 + 3,0 3374 + 1,6
C2 8,0 + 0,2 28,1 + 3,0 3396 + 63
C3 42,3 + 33 7,5 + 0,2 3206 + 5,6
C4 75,3 + 0,9 18,9 + 24 328,7 £+ 65
C3-b 2.4 + 1,0 19,8 + 2,5 331,9 + 39
C4-b 2,8 + 0,5 20,2 + 1,2 330,7 =+ 122
3.1.2.2.2. Résultats des approches isotopiques

e Approche isotopique naturelle

Les signatures isotopiques du méthane (5'°CH,) et du dioxyde de carbone (5'°CO,) sont
proches pour les séries C1 et C2. Pour C1, initialement, le 8°CH, se situe a -36 %o tandis que
le 813C02 commence a -4 %o. Le 813C02 reste ensuite relativement stable vers -10 %o jusqu'a
la fin de la période de production active de méthane, alors que le 8"°CH4 connait une
augmentation constante pour atteindre -27 %o. Les valeurs de compositions isotopiques ainsi
que leurs évolutions (enrichissement isotopique en °C) indiquent clairement que le méthane
est produit par voie acétoclaste a cette concentration en azote ammoniacal. Dans la série C2,
initialement, le 8">CHj se situe a -32 %o tandis que le §'°CO, commence a -4 %o. Le 3°CO; et
le 5" CHy restent ensuite relativement stables vers -10 %o et -33 %o respectivement jusqu'a la
fin de la période de production active de méthane. Les valeurs de compositions isotopiques du
méthane dans ces incubations montrent que le méthane y est produit par voie acétoclaste. Il
est toutefois a noter que lors de ces incubations, I'enrichissement isotopique classique observé
au cours des incubations en milieu fermé n'est pas observé. Pour la série C3, au début de la
production de méthane, le 8"CH, se situe a -40 %o tandis que 8"3CO, est a -8 %o. Ensuite,
pendant la période de production active du méthane, 8'*CHy4 décroit pour atteindre sa plus
faible valeur, environ -50 %o, a la fin de la production de méthane, tandis que le §°CO,
augmente tres lentement pour atteindre sa plus haute valeur (environ -2 %o). L'évolution de la
composition isotopique du méthane vers des valeurs de plus en plus faibles, semble mettre en
évidence un accroissement de la part de méthane produit par la voie hydrogénotrophe. Ceci
implique donc, qu'a cette concentration en azote ammoniacal, une réaction d'oxydation
syntrophique de l'acétate se soit mise en place progressivement. Dans la série d'expériences
C4, a la plus haute concentration en NH,", le 8'°CH, reste entre -70 %o et -58 %o pendant toute
la durée des incubations. Un léger accroissement des valeurs de 8'°CO, est observé (de -8 %o
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a - 2 %o) au cours du temps. A cette concentration en azote ammoniacal le méthane semble
ainsi étre produit majoritairement par la voie hydrogénotrophe (via OSA).

0

b
o
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Figure 89 : Evolution des signatures isotopiques du CH, et du CO, dans les incubations C1 a C4.
C1 (0,180 g.L"' de NH,"), C2 (1,44 g.L"' de NH,"), C3 (3,60 g.L"' de NH,"), et C4 (5,40 g.L"' de NH,").
Les valeurs correspondent a la moyenne du duplicat.

Les barres d'erreurs représentent I'écart-type entre les incubations du duplicat.

Les facteurs de fractionnement apparent qui permettent de mettre en évidence le
métabolisme méthanogene dominant la production de méthane ont été également calculés.
Pour les séries Cl1 et C2, les valeurs sont caractéristiques du méthane produit par
méthanogenese acétoclaste (inférieures a 1,055). En ce qui concerne la troisieme série de
concentration de NHy4", I’évolution du ac suggere un changement de métabolisme au cours de
la production de méthane, allant du métabolisme acétoclaste (valeurs initiales nettement
inférieures a 1,055) vers ’hydrogénotrophe (valeurs finales supérieures a 1,055). Enfin, pour
les bioréacteurs de la série C4, I’ac reste pendant toute la durée de la production de méthane a
une valeur caractéristique de la méthanogenese hydrogénotrophe (1,065). Les interprétations
déduites de I'évolution des compositions isotopiques sont ainsi confirmées par le calcul du
facteur de fractionnement apparent (données non présentées).

e Approche isotopique marquée

L’utilisation d’acétate enrichi uniquement sur le groupement méthyle permet
d’identifier le mécanisme a la base de la production du méthane. En effet, lors de la réaction
de méthanogenése acétoclaste, le groupement méthyle est transformé en CHy et le groupement
carbonyle est quant a lui transformé en CO,. Ainsi, dans nos expériences, si le méthane est
produit par voie acétoclaste, le méthane devrait étre enrichi a 100 % en carbone 13 et le
dioxyde de carbone ne devrait pas 1’étre. Par contre, si le méthane est produit a partir de
I’acétate par une réaction d’oxydation syntrophique de l'acétate (OSA), 1’oxydation de
I’acétate va produire deux molécules de dioxyde de carbone (dont une enrichie). Si les
produits de la réaction d’oxydation (CO; et H,) sont dilués dans le milieu d'incubation avant
d’étre consommés par méthanogenese hydrogénotrophe, 1’enrichissement du méthane sera
proche de celui du dioxyde de carbone du milieu, car c'est ce dernier qui sera utilisé lors de la
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réaction de méthanogenése hydrogénotrophe. Dans nos expériences, la dilution dans le milieu
d'incubation qui contient une importante quantit¢ de carbonates, devrait conduire a un
enrichissement du méthane et du dioxyde de carbone nettement inférieur a 50 %. Enfin, le
dernier cas de figure envisageable est une réaction d’oxydation de 1’acétate qui produit,
comme précédemment, deux molécules de dioxyde de carbone (dont une enrichie), mais avec
une réaction de méthanogenese hydrogénotrophe survenant avant la dilution des molécules de
dioxyde de carbone dans le milieu. Dans ce cas, I’enrichissement attendu du méthane produit
serait d’environ 50 % et celui du dioxyde de carbone inférieur a 50 % (du fait de la dilution
dans le milieu de la part non utilisée du CO, lors de la méthanogenése hydrogénotrophe).

Pour les deux concentrations les plus basses en NH;" (série C1 et C2), I’enrichissement
en carbone 13 du méthane produit est supérieur a 96 % pendant toute la durée des incubations
et est donc caractéristique d'une production par la voie acétoclaste. Celui du dioxyde de
carbone reste sensiblement égal a I’enrichissement naturel ce qui est également cohérent avec
une production par la voie acétoclaste.

Pour les concentrations les plus élevées en NH,', I’évolution de I’enrichissement est
différente. A la concentration C3, le méthane initialement produit est enrichi a plus de 90 %
ce qui traduit que le méthane y est produit a la fois par méthanogenése acétoclaste et par
oxydation syntrophique de l'acétate avec une contribution majoritaire de la voie acétoclaste.
Cet enrichissement diminue ensuite progressivement pour atteindre 70 % en fin d’expérience,
mettant ainsi en évidence une augmentation au cours du temps de la proportion de méthane
produit par oxydation syntrophique de 1'acétate. Le dioxyde de carbone s'enrichit quant a lui
en carbone 13 tout au long de l'incubation jusqu’a atteindre 10 % en fin d’expérience, ce qui
est cohérent avec une diminution de la part de la méthanogenése acétoclaste au profit de la
voie réactionnelle d'OSA.

Enfin, pour la concentration C4, le méthane produit pendant toute la durée de
I’incubation présente un enrichissement situ¢ entre 50 et 60 %. Le dioxyde de carbone
s'enrichit progressivement jusqu'a atteindre 16 % (Figure 90). Ainsi, a cette concentration en
azote ammoniacal, une part importante de méthane est produite par OSA tout au long de
l'incubation.

100 -
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Figure 90 : Evolution de I'enrichissement isotopique du CH, et du CO, dans les incubations C1 a C4.
C1 (0,180 g.L"' de NH,"), C2 (1,44 g.L"' de NH,"), C3 (3,60 g.L"' de NH,"), et C4 (5,40 g.L"" de NH,").
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3.1.2.2.3. Etude de la dynamique des communautés de bactéries et d'archées

e ARISA

Des PCR-ARISA ont été réalisées pour comparer les évolutions des populations
d'archées entre les différentes incubations d’acétate contenant des concentrations croissantes
de NH," (Figure 91). Dans la phase liquide utilisée comme inoculum, on observe trois bandes
majoritaires (450-466, 556-579 et 875-927), mais au total 11 bandes sont observables. Pour la
concentration C1, cinq bandes majoritaires sont observées (450-466, 473-490, 556-579, 718-
768 et 875-927) et restent stables au cours du temps. Il est a noter que le profil ARISA de
lI'inoculum est bien conservé au cours de cette incubation. Au cours de 1l'incubation réalisée a
la deuxiéme concentration en azote ammoniacal, de légeres évolutions du profil apparaissent
au cours du temps. Ainsi, les bandes a 473-490 et 556-579 pb diminuent et la bande 718-768
pb s’intensifie. Les profils ARISA pour les concentrations C3 et C4 sont proches. A ces
concentrations en NH4', une modification rapide de la structure de la communauté d'archées
introduite avec l'inoculum est observée durant les 15 premiers jours. Ainsi, les bandes 473-
490 et 556-579 semblent disparaitre des les premiers jours et la bande 718-768 s'intensifie tres
rapidement. Il est intéressant de noter que la bande qui s'intensifie est la méme que celle qui
s'était légerement intensifiée dans les incubations C2. Les profils ARISA restent ensuite
particulierement stables jusqu'a la fin des expériences dans ces incubations.
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Figure 91 : ARISA archées des incubations C1 a C4.

Des PCR-ARISA ont également été réalisées pour comparer les évolutions des
populations de bactéries entre les différentes incubations d’acétate contenant des
concentrations croissantes de NH;  (Figure 92). L'incubation C1 présente 8 bandes
majoritaires (222-229 ; 246-249 ; 318-330 ; 350-363 ; 507-521 ; 613-628 ; 728-776 ; 780-786
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pb) stables au cours du temps. Pour l'incubation C2, six des huit bandes sont retrouvées (222-
229 ; 318-330 ; 350-363 ; 613-628 ; 728-776 ; 780-786 pb). Les échantillons C3 et C4
présentent un profil similaire, stable au cours de l'incubation, caractérisé par une bande
majoritaire de 613 a 628 pb.

(A) C1.1 B .
bp bp (B) Cc2.1
A 3000 - —— A 00 - ——
1500 — —— 1500 — ———
1000 — —— 1000 — ——
700 - —— S e e 700 - —— S
B — e e —_—— — — 500 — ———
a0 - — i ——— — wo- —
100 - 100 -
» Days . » Days
b@r‘ 0 9 12 13 14 15 20 ¥ 0 12 15 19 30
& P
N A%
bp {C)C3.1 bp (D) c4.1
4 s - — 4 3000 -
1500 — - P—
1000 — —— 1000 —
700 - 200 —
500 - 51D -
a0 - —— 300 -
100 - 100 -
» Days » Days
be( bﬁ"
@b 0 15 48 69 82 89 96 112 'bb 0 15 389 91 93 96 112
¥ i

Figure 92 : ARISA bactéries des incubations C1 a C4.

e FISH

Afin d’observer et d’identifier les micro-organismes présents dans ces incubations, la
technique FISH a été utilisée. Les observations montrent la présence de membres des familles
Methanosarcinaceae (sonde MS1414 (bleu)) et Methanosaetaceae (sonde MX1361 (rouge))
dans I’inoculum (données non présentées), et au cours des incubations. Une diminution de la
proportion de Methanosaetaceae est observée avec l'accroissement de la concentration en
azote ammoniacal (Figure 93). Dans les observations réalisées a la concentration la plus
élevée en NH," (Figure 93, D), seuls quelques membres de la famille Methanosaetaceae,
principalement localisés au niveau des clusters de Methanosarcinaceae, sont observés alors
que des archées de la famille Methanosarcinaceae sont détectées de maniere systématique. Il
peut également étre remarqué que la taille des clusters formés par les membres de la famille
Methanosarcinaceae augmente avec la concentration en azote ammoniacal (Figure 93)
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Figure 93 : Observations FISH des familles Methanosaetaceae (rouge)
et Methanosarcinaceae (bleu) dans les séries C1 a C4.
Sondes MS1414+ helper-Cy5 (bleu), MX1361 -Cy3 (rouge).
A : Concentration de 0,18g/l de NH," au jour 12; B : Concentration de 1,44g/l de NH," au jour 19,
C : Concentration de 3,60g/l de NH," au jour 75, D : Concentration de 5,40g/l de NH," au_jour 82.

La Figure 94 présente les images obtenues pour les différents fluorophores séparément
pour la concentration 1. La présence des deux familles d'archées est bien observée a I'aide de
sondes spécifiques sur les figures A (Methanosarcinaceae) et B (Methanosaetaceae). La
figure C est obtenue avec une sonde généraliste hybridant a 1'ensemble des archées. 11 est ainsi
normal que les familles observées sur les figures A et B y soient détectées. On note également
que tous les micro-organismes observables a l'aide de la sonde généraliste (figure C) sont
retrouvés sur les images obtenues avec les sondes caractéristiques des familles recherchées
(figure A et B), indiquant ainsi que seules ces deux familles d'archées étaient actives au
moment du prélévement de I'échantillon. Cette approche reposant sur la cohybridation des
sondes a été utilisée sur l'ensemble des échantillons observés, afin de vérifier que d'autres
familles d'archées n'étaient pas observées.
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—

8 um

_ Figure 94 : Exemple de cohybridation obtenue sur une incubation de la série C1 par FISH.
Echantillon provenant d’une incubation de la série C1 (concentration de 0.18g/l de NH,) au jour 12.
A : sonde MS1414-Cy5 (bleu). B : sonde MX825 :-Cy3 (rouge). C : sonde Arc915-FITC (vert).

La cohybridation entre les signaux de la sonde ARC915 (ciblant I'ensemble des
archées) et les sondes MS1414 (spécifique de la famille Methanosarcinaceae) et MX825
(spécifique de la famille Methanosaetaceae) semble étre totale comme nous venons de le voir
pour l'ensemble des échantillons analysés. Cependant, des analyses réalisées en PCR
quantitative utilisant des amorces spécifiques ciblant les Methanomicrobiales, semblent
mettre en évidence la présence de certains membres de cette famille dans toutes les
incubations, quelque soit la concentration en azote ammoniacal. De nouvelles observations
par la technique FISH, a l'aide d'une sonde spécifique de cette famille, tendent a confirmer la
présence de membres de cette famille d'archées mais en tres faibles proportions, comme
l'illustre 1'image présentée sur la Figure 95 obtenue en fin d'une des incubations de la série C4.

—
10 ym

Figure 95 : Observations FISH des Methanomicrobiales (rouge) et
des Methanosarcinaceae (bleu) dans la série C4.
Echantillon provenant d’une incubation de la série C4 (concentration de 5,4 g/l de NH,) au jour 93.
Sondes MS1414-CyS5 (bleu), MG1200b :-Cy3 (rouge).

Afin d'observer l'arrangement spatial entre archées et bactéries, des observations
utilisant simultanément des sondes ciblant l'ensemble des bactéries (EUB I, II, III) et
'ensemble des archées (ARC915) ont également été réalisées sur I'ensemble des incubations.
Des photos obtenues pour les séries C1 et C4 sont présentées en Figure 96. Elles montrent que
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la proportion de bactéries (en rouge) observées dans les deux cas est relativement faible en

comparaison du nombre d'archées, et que ces bactéries sont essentiellement localisées dans les
mémes zones que les archées.

Figure 96 : Observations FISH des Bactéries (rouge), des archées (vert) et de la famille des
Methanosarcinaceae (bleu) dans les séries C1 et C4.
Sondes MS1414+ helper-CyS5 (bleu), EUB LILIII -Cy3 (rouge), Arc915-FITC (vert)
A : Concentration de 0,18g/l de NH," au jour 12 ; B : Concentration de 5,40g/l de NH;" au jour 82.

3.1.2.2.4. Réinjections d'acétate

Des réinjections d'acétate ont été réalisées dans les incubations aux concentrations en
azote ammoniacal 3 et 4. La consommation de [’acétate et la production de méthane
démarrent immédiatement apres la réinjection d'acétate (Figure 97). La cinétique de
production du méthane est identique entre les séries C3-b et C4-b. Les vitesses maximales de
production mesurées lors de ces essais de réinjection sont également proches de celles
observées pour la série initiale C4 (Tableau 39). Une troisieme réinjection d'acétate a
également été réalisée a la concentration 4 en azote ammoniacal (expérience C4-c, données
non présentées). La production de méthane démarre immeédiatement et la vitesse maximale de
production est treés proche de celles observées lors des séries d'expériences C4 et C4-b. Les
données isotopiques (données non présentées), notamment celles obtenues pour l'incubation
marquée de la série C4-c, confirment les données obtenues pour la série C4 (enrichissement
du méthane compris entre 52 et 59 % de ">C pendant toute la durée de l'incubation).
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Figure 97 : Evolution de la production cumulée de méthane et de la
concentration en acétate dans les incubations C3-b et C4-b.
C3-b (3,60 g.L"! de NH,"), et C4-b (5,40 g.L"' de NH,"). b = réinjection d'acétate. Les valeurs correspondent a la
moyenne du triplicat. Les barres d'erreurs représentent 'écart-type entre les incubations du duplicat.
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3.1.3. Interprétations des résultats

3.1.3.1. Acclimatation de l'inoculum a la consommation d'acétate (Série A)

Durant cette série dite d’acclimatation des micro-organismes a la consommation de
I’acétate, une production correspondant a 96 % de la production théorique de méthane
attendue (373,5 ml) a été mesurée. Les analyses isotopiques indiquent que la production de
méthane a bien lieu par méthanogenese acétoclaste. Toutefois, une importante phase de
latence, pendant laquelle les méthanogeénes provenant du lixiviat d'ISDND utilisé ont
probablement di s'adapter aux conditions d'incubations et a la concentration d'acide acétique
initiale (3,0 g. L"), a été nécessaire. Les observations FISH, mettant en évidence la présence
de membres des familles Methanosarcinaceae et Methanosaetaceae (Données non
présentées) sont en accord avec les résultats isotopiques. En effet, les membres de ces deux
familles sont capables de réaliser la méthanogenese acétoclaste (Ferry 1993).

3.1.3.2. Dégradation de I’acétate aux basses concentrations d’azote ammoniacal
(Séries C1 et C2)

La production de méthane débute rapidement dans les séries d’incubations C1 et C2,
comme l'illustre les temps de latence relativement courts (5 et 8 jours respectivement)
déterminés a l'aide du modele de Gompertz (Tableau 39). La comparaison des profils ARISA
archées de I’inoculum avec ceux obtenus en début d’incubation dans les séries C1 et C2
montre tres peu de différences (Figure 91). L’adaptation préalable de la communauté de
micro-organismes a la consommation d’acétate (série A) a probablement permis de
sélectionner les micro-organismes les plus adaptés a la dégradation de 1’acétate dans ces
conditions expérimentales. Ceci explique certainement pourquoi un démarrage rapide de la
méthanogenese est observé dans ces incubations

Les vitesses de production maximale de méthane calculées pour les séries C1 (54,9 mL
de CHsg' d' CH;COOH.jour') et C2 (28,1 mL de CH,g' d' CH3COOH.jour") sont
relativement rapides (Tableau 39). En effet, la vitesse de la série C1 est supérieure a celle de
la série A (30,1 mL de CHs.g” d' CH3COOH.jour") (Tableau 39). Cela signifie que pour des
conditions identiques, une population déja adaptée a permis d'augmenter la vitesse de
production de méthane. Dans la série C2, la cinétique de production du méthane est
légerement plus lente que celle de la série C1, ce qui semble indiquer un léger effet lié¢ a
I’augmentation de la concentration en azote ammoniacal. L'évolution des signatures
isotopiques du méthane (8"°CH,) et du dioxyde de carbone (8"°CO,) des séries C1 et C2,
indique que le méthane est produit par méthanogenese acétoclaste dans ces incubations
(valeurs de 8"°CH, supérieures a -40 %o) (Figure 89). Dans les expériences réalisées avec de
I’acétate marqué sur le groupement méthyle pour les deux concentrations les plus basses en
NH;" (C1 et C2), les enrichissements du méthane (>96 %) et du dioxyde de carbone obtenus
(<3 %) confirment le fait que le méthane y a été produit quasi-exclusivement par
méthanogenese acétoclaste (Figure 90). Le métabolisme est donc le méme dans la série
d’acclimatation (Série A) et dans les séries C1 et C2. Les différences de cinétique de
production de méthane observées entre les séries C1 et C2 ne semblent donc pas pouvoir étre
expliquées par la mise en place de métabolismes distincts. L’étude de I'évolution des
communautés de micro-organismes au cours des incubations C1 et C2, révele quant a elle des
différences pouvant apporter des €léments d'explication. En effet, pour la concentration 1, les
cinq bandes majoritaires observées dans le profil ARISA archées de 1’inoculum (450-466,
473-490, 556-579, 718-768 et 875-927) restent stables tout au long de l'incubation (Figure
91). Pour C2, de 1égeres évolutions du profil apparaissent au cours du temps. Ainsi, les bandes
a 473-490 et 556-579 pb diminuent au cours de la production de méthane et la bande 718-768
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pb s’intensifie (Figure 91). Il est donc probable que le fait que la concentration en azote
ammoniacal soit plus importante dans les incubations de la série C2 que lors des incubations
d'adaptation (série A), ait entrainé une modification des populations d'archées. Les résultats
des observations FISH confirment cette hypothese, puisqu'une diminution de la proportion des
membres de la famille Methanosaetaceae et une augmentation de celle des membres de la
famille Methanosarcinaceae sont observées pour la série C2 par rapport a l'inoculum, alors
que pour la série Cl1, il ne semble pas y avoir de modification des proportions (Figure 93).
Ainsi, les modifications de la structure de la communauté d'archées induites par
I'augmentation de la concentration en azote ammoniacal (par rapport a la phase d'adaptation)
dans les incubations C2 sont certainement a l'origine des différences d'ordre cinétique
observées entre les incubations réalisées aux deux plus basses concentrations en NH,".

Enfin, en ce qui concerne les rendements de production de méthane en fin d'incubation,
ils sont globalement identiques pour les séries d’incubations C1 et C2 (337,4 et 339,6 mL de
CH,.g" d' CH;COOH respectivement) et proches de la production théorique calculée (375,5
mL de CHsg' d' CH3COOH). Le fait que la production théorique attendue ne soit pas
atteinte, est probablement dii au fait qu'une partie de l'acétate introduit initialement ait été
soustraite du systeme lors des prélevements liquides avant de pouvoir étre dégradée.

3.1.3.3. Dégradation de I’acétate a moyenne concentration d’azote ammoniacal (Série
C3)

Le temps de latence observé pour les incubations de la série C3 est relativement long et
la production de méthane ne démarre qu’a partir du jour 42 (Tableau 39). La comparaison des
profils ARISA pour les archées de 1’inoculum avec ceux obtenus en début d’incubation
montre une modification profonde deés le jour 15 (Figure 91). En effet, une des bandes
majoritaires (556-579) s’éteint et une autre s’intensifie fortement (718-768). La modification
du profil ARISA archées suggere que des changements importants au sein de la communauté
de micro-organismes se produisent dés les premiers jours d’incubation en réponse a
I’augmentation de la concentration d’azote ammoniacal dans le milieu. Une période
d'adaptation correspondant au temps de latence est alors certainement nécessaire avant que
cette nouvelle population, ainsi sélectionnée rapidement apres le début de 1'incubation, soit en
mesure de produire du méthane de fagon significative.

La production de méthane a lieu en deux phases (phase 1 entre les jours 40 et 70 ; phase
2 entre les jours 70 a 90) présentant des cinétiques distinctes. La vitesse maximale de
production de 7,5 mL de CHs.g”' de CH;COOH.jour" déterminée a l'aide de 1'équation de
Gompertz modifiée, est ainsi probablement sous-estimée en raison de la rupture de pente qui
entraine certainement un biais lors de son calcul (Tableau 39 et Figure 87). Il est ainsi difficile
de caractériser la cinétique de production de méthane a l'aide de cette seule grandeur. Il
apparait tout de méme clairement que la vitesse de production de méthane est nettement plus
lente a cette concentration d'azote ammoniacal, puisque la durée de 90 jours, sur laquelle la
production de méthane s'étend, est de loin la plus importante. Le changement de métabolisme
de production du méthane révélé par ’analyse des résultats isotopiques (naturels et marqués,
Figure 89 et Figure 90) permet d'expliquer le fait qu'une production en deux phases soit
observée. En effet, la composition isotopique du méthane supérieure a -40 %o indique
qu’initialement le méthane est majoritairement produit par la voie acétoclaste. Ensuite, la
diminution du &“CH,, suggére qu'un changement de métabolisme (acétoclaste vers
hydrogénotrophe) survient pendant la production du méthane dans ces incubations.
L’incubation réalisée sur substrat marqué confirme ces résultats. A cette concentration d’azote
ammoniacal, le méthane est tout d'abord produit trés majoritairement par voie acétoclaste
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(enrichissement du méthane >90 %). Ensuite, la part de la voie hydrogénotrophe (via OSA)
augmente au cours du temps (diminution de I’enrichissement du méthane jusqu’a 70 %). Par
ailleurs, le fait qu'un enrichissement du CO; soit observé met également en évidence que la
réaction d’OSA se met en place progressivement dans cette série d'incubations. Il est
surprenant de constater que le profil ARISA de la série C3 soit alors aussi stable, car les
résultats isotopiques montrent un changement de métabolisme au cours de l'incubation
(acétoclaste puis hydrogénotrophe). Ce changement de métabolisme au cours de 1'incubation
ne semble donc pas, a priori, lié a une modification de la population d'archées. Les
observations FISH confirment la stabilité de la population d'archées, puisque des membres
des familles Methanosarcinaceae et Methanosaetaceae sont observés en proportions
constantes (identiques a celles observées sur la Figure 93, C) tout au long de cette série
d'incubation (observations non présentées).

L'ensemble de ces résultats indique que la production de méthane a débuté tres
majoritairement par voie acétoclaste. La proportion du méthane produit par oxydation
synthrophique de I'acétate initialement marginale, augmente ensuite progressivement au cours
de cette série d'incubations. Au vu de la stabilité¢ de la population d'archées tout au long des
incubations (profil ARISA et observations FISH), il est probable que la famille
Methanosarcinaceae y opére un changement de métabolisme, car elle est la seule & pouvoir
effectuer a la fois la méthanogenese acétoclaste et hydrogénotrophe. Il n'est toutefois pas
exclu que certains membres de la famille Methanomicrobiaceae plus particulierement les
Methanomicrobiales, dont la présence en tres faible quantité a été mise en évidence par des
observations FISH, puissent également participer a la production de méthane par voie
hydrogénotrophe. Cette modification de métabolisme mise en évidence au cours de ces
incubations est certainement a l'origine du fait que la production se déroule en deux phases et
qu'une cinétique de production particulierement lente soit observée.

Enfin, en ce qui concerne les rendements de production de méthane en fin d'incubation,
ils sont proches de la production théorique calculée (320,6 contre 375,5 mL de CHsg' de
CH3COOH) (Tableau 39). Le fait que la production théorique attendue ne soit pas atteinte est
probablement di au fait qu'une partie de 1'acétate introduit initialement ait été soustraite du
systeme lors des prélevements liquides avant de pouvoir étre dégradée.

3.1.3.4. Dégradation de I’acétate a haute concentration d’azote ammoniacal (Série C4)

C'est a cette forte concentration en azote ammoniacal que le temps de latence, de 'ordre
de 75 jours, déterminé a l'aide de 1'équation de Gompertz modifiée, est le plus long. La méme
hypothése que celle avancée pour expliquer le temps de latence important observé lors des
incubations de la série C3, semble pouvoir étre mise en avant puisque les profils ARISA sont
également modifiés fortement par rapport a celui de l'inoculum deés les premiers jours
d'incubation (Figure 91), en réponse a la présence de la forte concentration d’azote
ammoniacal dans le milieu. Le fait que le temps de latence soit plus important pour ces
incubations que pour C3 pourrait s'expliquer par l'inhibition totale de la production de
méthane par voie acétoclaste, comme ['illustrent les premicres valeurs de compositions
isotopiques du méthane mesurées qui se trouvent dans la gamme classique d'un métabolisme
hydrogénotrophe (8"*CH, = -64,5 %o pour C4-1 et -68.8 %o pour C4-2 au jour 80 (figure 89)).

La production active de méthane se fait ensuite avec une vitesse maximum de 18,9 mL
de CHy.g”' de CH;COOH.jour” (Tableau 39). L’analyse des résultats isotopiques (naturels et
marqués, Figure 89 et Figure 90) du méthane et du dioxyde de carbone permet de mettre en
évidence une production du méthane majoritairement de type hydrogénotrophe. En effet, la
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composition isotopique du méthane reste comprise entre -70 %o et -60 %o en moyenne. En ce
qui concerne l'incubation marquée, le fait que ce soit a cette concentration que
I'enrichissement isotopique du CO; soit le plus important, confirme que la réaction
d'oxydation synthrophique de l'acétate joue un rdle plus particulierement important dans ces
incubations. Le méthane produit au cours de cette incubation présente initialement un
enrichissement a 50 %, qui augmente ensuite légerement jusque 60 %. Si ces valeurs
d'enrichissement mesurées pour le méthane mettent également clairement en évidence
I'importance de la réaction d'oxydation synthrophique de l'acétate dans cette série
d'incubations, elles peuvent s'expliquer par différentes combinaisons de métabolismes
(mélange acétoclaste / hydrogénotrophe).

En effet, la valeur initiale d'enrichissement en carbone 13 du méthane (50 % au jour 80)
peut s'expliquer soit, par un mélange de méthane provenant des métabolismes acétoclaste et
hydrogénotrophe, ou, par une production exclusivement par oxydation syntrophique. Dans le
cas de cette derniere hypothese, qui semble la plus plausible puisque les données isotopiques
naturelles en début d'incubation sont caractéristiques d'une production de méthane par voie
hydrogénotrophe (-65 %o au jour 80), les produits de la réaction d’oxydation de 1’acétate (CO,
et H,) seraient consommés immédiatement avant qu’ils ne soient dilués avec les carbonates du
milieu et transformés en méthane par méthanogenése hydrogénotrophe. Le fait ensuite qu'un
enrichissement pouvant atteindre des valeurs proches de 60 % soit mesuré, pourrait étre du a
une production de méthane par voie acétoclaste. Cette contribution de la voie acétoclaste
serait dans ce cas au maximum de 20 %. En effet, si l'on considére qu'un taux
d'enrichissement de 50 % en ’C du méthane correspond a une production faite uniquement
par une réaction d'OSA et que, a l'inverse, un taux d'enrichissement de 100 % en “C du
méthane correspond a une production réalisée uniquement par méthanogenese acétoclaste,
chaque augmentation de 1 % du taux d'enrichissement en >C du méthane au dessus de 50 %
traduit le fait que 2 % du méthane a été produit par méthanogenese acétoclaste.

Dans cette série d'incubations réalisées a haute concentration en azote ammoniacal, les
membres de la famille Methanosarcinaceae (pouvant réaliser la méthanogenese acétoclaste et
hydrogénotrophe) sont trés largement dominants et forment des clusters de taille plus
importante qu'a plus faibles concentrations en azote ammoniacal. Il semblerait donc que la
méthanogenese acétoclaste soit fortement inhibée par 1’azote ammoniacal et que les
Methanosarcinaceae aient été capables de s’adapter a ces hautes concentrations en modifiant
leur métabolisme. II n'est toutefois pas exclu que certains membres de [I'ordre
Methanomicrobiales puissent également participer a la production de méthane par voie
hydrogénotrophe, puisque leur présence en tres faible quantité a été mise en évidence par des
observations FISH.

L’enrichissement du méthane a 50 % dans I’incubation marquée de la série C4
(impliquant une absence de dilution des produits d'oxydation dans le milieu avant
méthanogenese hydrogénotrophe) laisse penser que les Methanosarcinaceae pourraient
réaliser l'oxydation synthrophique seule. Cette possibilité a d'ailleurs déja été suggérée lors
d'une étude réalisée sur des souches pures (Lovley et Ferry 1985). Cette hypothése serait tout
a fait en accord avec le fait qu'il n'y ait pas de dilution des produits d'oxydation avant
méthanogenese hydrogénotrophe, puisque l'ensemble de la réaction serait alors réalisé au sein
des clusters de Methanosarcina. Une autre possibilité a ne pas écarter est quune réelle
relation synthrophique entre des bactéries responsables de I'oxydation et des archées se mette
en place, puisque la présence de bactéries imbriquées dans les clusters d'archées, en faibles
proportions cependant, est constatée (respectivement en rouge et vert sur la Figure 96). Les
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profils ARISA bactéries (Figure 92) ne permettent pas de trancher entre ces deux hypothéses
mais apportent cependant des informations sur I'évolution de la communauté de bactéries en
fonction de la concentration en NH4 . En effet, I'augmentation de la [NH4+] entralne une
diminution du nombre de bandes, ce qui semble indiquer qu'un nombre important de bactéries
est fortement impacté, mais aucune bande prédominante n'apparait lors de la mise en place de
I'OSA. 11 est ainsi difficile, a ce stade et a partir des données disponibles, de conclure quant
aux acteurs microbiens responsables de 'OSA dans ces incubations. Nous reviendrons sur ce
point particulier dans la partie suivante puisque des résultats apportant des éclairages
complémentaires ont été¢ obtenus lors d'incubations similaires.

Enfin, en ce qui concerne les rendements de production de méthane en fin d'incubation,
ils sont proches de la production théorique calculée (328,7 contre 375,5 mL de CHy.g” de
CH3;COOH) (Tableau 39). Le fait que la production théorique attendue ne soit pas atteinte est
probablement dii au fait qu'une partie de 1'acétate introduit initialement ait été soustraite du
systeme lors des prélevements liquides avant de pouvoir étre dégradée.

3.1.3.5. Réinjection d’acétate a haute concentration d’azote ammoniacal (Séries C3-b,
C4-b et C4-¢)

Une fois la population adaptée a la production de méthane par la réaction d’OSA a haute
concentration d’azote ammoniacal (lors des incubations C3 et C4), la consommation d'acétate
et la production de méthane démarrent sans aucun temps de latence lors des réinjections
d’acétate réalisées (lors des incubations C3-b et C4-b, mais aussi C4-c)) (Tableau 39).

Le métabolisme hydrogénotrophe est toujours a 1’origine de la production de méthane
(données isotopiques non présentées) et les vitesses de production maximale du méthane
n’augmentent pas entre les séries C4 et C4-b (environ 20 mL de CHy.g" d' CH;COOH jour™
(Tableau 39) ni pour la série de réinjection suivante (C4-c).

Enfin, en ce qui concerne les rendements en termes de production de méthane finale, ils
sont proches de la production théorique calculée (environ 330 contre 375,5 mL de CH,.g” de
CH3COOH) (Tableau 39). L’écart entre les valeurs théoriques et expérimentales est
probablement 1li¢ a une influence des prélévements liquides, comme expliqué dans les
paragraphes précédents.

3.1.4. Discussion

La réponse a une modification de la concentration en azote ammoniacal sur un systeéme
capable de dégrader l'acétate par réaction de méthanogenese acétoclaste, a été exploré au
travers des expériences présentées dans cette partie. Les résultats obtenus ne peuvent
évidemment pas étre extrapolés directement a l'échelle du processus global de digestion
anadrobie, ni transposés a celle des procédés, toutefois ils permettent une meilleure
compréhension du déterminisme de 1'effet d’une augmentation de la concentration en azote
ammoniacal sur la méthanogenése et peuvent apporter des éléments d'information importants
concernant la stabilité¢ des procédés de méthanisation.

Tout d'abord, la comparaison des séries d'expériences C2, C3 et C4 avec la série C1
permet de mettre en évidence un effet de l'augmentation de la concentration en azote
ammoniacal sur différents parameétres tels que, le temps de latence et la vitesse de production
du méthane. Les effets observés sur ces parametres, dont les implications opérationnelles sont
importantes, peuvent s’expliquer par des modifications de populations microbiennes seules ou
couplées a un changement de métabolisme a 1’origine de la production du méthane. En effet,
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I’étude des profils ARISA archées ainsi que les observations FISH ont tout d'abord permis de
mettre en évidence un impact de I’augmentation de la concentration en azote ammoniacal sur
les communautés microbiennes. Ainsi, la présence d’une des familles d'archées
(Methanosaetaceae) diminue alors que celle d’une autre (Methanosarcinaceae) au contraire
augmente et devient majoritaire avec I'augmentation de la concentration en azote ammoniacal.
Ce phénomene se traduit également par I’augmentation de la taille des clusters formés par les
membres de la famille Methanosarcinaceae. Ces résultats confirment que le métabolisme de
méthanogenese acétoclaste semble étre plus sensible a la concentration en azote ammoniacal
que le métabolisme de méthanogenese hydrogénotrophe (Chen, Wu et al. 2008). Ils mettent
également en évidence que les membres de la famille des Methanosaetaceae y sont plus
sensibles que les membres de la famille des Methanosarcinaceae. Alors que dans le cas de la
série C2, ces modifications de populations sont relativement faibles et que le métabolisme
utilisé pour produire le méthane reste de type acétoclaste, un léger temps de latence avant le
démarrage franc de la production de méthane ainsi qu'une diminution de la vitesse de
production de méthane par rapport a celle déterminée pour C1, sont tout de méme observes.
En présence de plus fortes concentrations en azote ammoniacal, I'augmentation importante
des temps de latence semble pouvoir s'expliquer par les modifications immédiates et
profondes de la communauté microbienne couplées a une modification de métabolisme. En
effet, la voie acétoclaste semble €tre inhibée et se voit donc remplacée progressivement pour
la série C3, et dés le début de la production de méthane pour la série C4, par une réaction
d'oxydation syntrophique de I'acétate utilisant la voie métabolique hydrogénotrophe. Lorsque
le changement de métabolisme se produit en cours d'incubation, la production de méthane est
alors particuliecrement lente (cas de la série C3). Il est par contre a noter que lorsque la
production de méthane débute directement par voie hydrogénotrophe (cas de la série C4), la
vitesse de production est plus rapide.

L'augmentation de la proportion des membres de la famille Methanosarcinaceae semble
donc pouvoir s'expliquer par sa versatilit¢ métabolique lui permettant notamment de réaliser
la méthanogenese acétoclaste ou hydrogénotrophe. L'augmentation des concentrations de
NH,4" oriente donc le métabolisme de dégradation de l'acétate vers la réaction d'OSA. Par
ailleurs, il est a noter que le développement d'une population capable de dégrader 1'acétate par
OSA aux plus fortes concentrations d'azote ammoniacal, semble nécessiter du temps, ce qui
se traduit par 1'observation d'une augmentation des périodes de latence qui deviennent tres
importantes (jusqu'a plus de 70 jours). Les cinétiques de production de méthane sont
également inférieures a haute concentration et tout particuliecrement dans le cas de la série C3,
certainement car un changement de métabolisme se produit au cours de la phase active de
production de méthane.

Afin de comprendre pourquoi I'OSA ne semble se mettre en place que dans les
incubations des séries C3 et C4, il est important de rappeler qu’il est probable que la forme
toxique soit le NH; et non le NH,". Le calcul des concentrations de NH; a été réalisé en
fonction des pH mesurés dans chacune des séries d'incubations en utilisant 'Equation 21. Bien
que cette détermination souffre certainement d'imprécisions en raison des incertitudes
inhérentes aux mesures de pH, elle permet de donner des ordres de grandeur. La concentration
théorique de NH; est comprise entre 3 et 24 mg.L™' pour C1 ; 33 et 149 mg.L™' pour C2 ; 75 et
372 mg.L" pour C3 ; 101 et 472 mg.L™' pour C4. Ainsi, il apparait qu'une concentration de
100 mg.L"' semble étre suffisante pour inhiber totalement la production de méthane par voie
acétoclaste, puisque que la méthanogenése démarre des le début de l'incubation en
méthanogenese hydrogénotrophe dans la série C4 a cette concentration de NHj3. Le fait que la
production de méthane débute dans la série C3 majoritairement par voie acétoclaste, semble
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indiquer qu’une concentration en ammoniac de 75 mg.L"' n'inhibe pas totalement la
méthanogenese acétoclaste. Ainsi, le seuil d'inhibition de la méthanogenése acétoclaste, dans
nos conditions expérimentales, semble se situer entre 75 et 100 mg.L™". Bien qu'il ne soit pas
réaliste de vouloir proposer un seuil universel d'inhibition de la méthanogenese acétoclaste
par I'azote ammoniacal, il est intéressant de remarquer que cette valeur est du méme ordre que
celle évoquée dans les essais réalisés a 55°C a partir d'un inoculum de méthaniseur (Chapitre
4, § 2.2 Effet de la température sur la méthanisation de 1'acétate), elle-méme proche du seuil
d'inhibition de la méthanogenese acétoclaste par le NHs, publié dans la littérature (128 mg/L)
lors d'expériences utilisant un inoculum provenant d'un digesteur anaérobie de déchets solides
(Schnurer et Nordberg 2008). Il apparait cohérent que dans l'incubation C1 la méthanogenese
acétoclaste ne soit pas inhibée ([NH;] < 24 mg.L™). Dans l'incubation C2, le fait que l'on
puisse dépasser une concentration de 100 mg.L™" en fin d'incubation pourrait expliquer les
1égeres modifications de populations observées au cours de cette série d'incubations.

Alors que les incubations des séries C2, C3 et C4 apportent des informations sur la
capacité¢ d'adaptation et le type de réponse d'un systéme préalablement adapté a dégrader
I’acétate lors d’une augmentation de la concentration en azote ammoniacal, les différentes
réinjections réalisées sans perturbation du systeme apportent elles des informations sur la
stabilité des processus. En premier lieu, la comparaison des expériences Série A — Série C1
montrent, qu'a basse concentration en azote ammoniacal, une population préalablement
adaptée a consommer de l'acétate est capable de dégrader un nouvel apport d'acétate sans
aucun temps de latence et également d'accroitre la vitesse de production du méthane. La
vitesse limite de production de méthane n'a donc peut étre pas été atteinte lors de nos
expériences et il est possible qu'une troisieme série de réinjections dans des conditions
identiques aurait pu conduire a une nouvelle augmentation de la vitesse de production de
méthane. Les expériences de réinjections Série C3 — Série C3-b et Série C4 — Série C4-b —
Série C4-c permettent quant a elles de mettre en évidence, qu'a haute concentration en azote
ammoniacal, une population préalablement adaptée a consommer de l'acétate par OSA est
capable de dégrader un nouvel apport d'acétate sans aucun temps de latence. La vitesse
maximale de production de méthane semble dans ce cas avoir été atteinte des la premiere mise
en place du métabolisme d'OSA (série C4), car lors des séries de réinjections, aucune
augmentation des vitesses de production de méthane n'est observée. En conclusion, I'ensemble
de ces données montre qu'il est possible d'acclimater une communauté microbienne issue d'un
systéme anaérobie au processus de dégradation de l'acétate, a la fois a basse et haute
concentration en azote ammoniacal. Il est a noter tout de méme que des vitesses de production
maximales environ trois fois plus rapides sont obtenues a basse concentration en azote
ammoniacal lorsque le métabolisme est de type acétoclaste (Rm de 55 mL de CHa.g™' de
CH3;COOH.jour") qu'a haute concentration lorsque le méthane est produit par OSA (Rm de
19 mL de CH,.g"' de CH;COOH.jour" en moyenne) dans nos conditions expérimentales.

Par ailleurs, aucun effet significatif de la concentration en azote ammoniacal et par
conséquent du métabolisme a l'origine de la production du méthane, n'est observé sur la
quantité¢ finale de méthane produite. En effet, pour I'ensemble des concentrations, le
rendement théorique calculé a partir de la quantité d'acétate introduite est quasiment atteint.
Le passage d'un métabolisme acétoclaste vers hydrogénotrophe via une réaction d'OSA ne
semble donc pas entrainer de baisse de rendement lors de la dégradation anaérobie d'acétate.
Ce méme résultat avait été observé lors de I'étude de 1'effet de la température (cf. Chapitre 4, §
2.2 Effet de la température sur la méthanisation de 1'acétate).
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3.1.5. Conclusion

Les expériences menées au laboratoire ont permis, grace aux mesures de compositions
isotopiques qui se sont révélées €tre 1'outil idéal pour tracer les métabolismes utilisés, de
mettre en évidence une modification du métabolisme utilisé pour la production de méthane
lors de la consommation d'acétate a haute concentration d'azote ammoniacal (acétoclaste vers
hydrogénotrophe). Les expériences de réinjections ont permis de montrer qu'une fois la
réaction d'OSA mise en place et la population microbienne adaptée, aucune phase de latence
n’est nécessaire avant le démarrage de la production de méthane et que la production finale de
méthane obtenue est identique a celle obtenue par métabolisme acétoclaste.

Ainsi, ces résultats illustrent qu'un des points clefs pour obtenir le bon déroulement du
processus de dégradation anaérobie de l'acétate en méthane, réside assez logiquement dans le
fait d'éviter toute perturbation (tel qu'un changement de la concentrationd’azote ammoniacal),
qui risquerait d'impacter la communauté microbienne et nécessiter de sa part une adaptation
pouvant conduire a la diminution ou a un blocage temporaire/permanent de la production de
méthane. L'ensemble des données obtenues dans cette étude permet de mettre en évidence
qu'il est possible d'obtenir une stabilité¢ des processus de dégradation de l'acétate, a la fois a
basse et haute concentration de NH,'/NH;. Toutefois, la modification des voies métaboliques
et/ou des populations de micro-organismes impliqués peut nécessiter des temps d'adaptation
relativement importants (a la fois lors de I'acclimatation a la dégradation de l'acétate a basse et
haute [NH;']). Enfin, il est & noter que, dans nos conditions expérimentales, la cinétique de
production de méthane a partir d’acétate semble €tre plus performante lors de 1'utilisation du
métabolisme acétoclaste.

Les archées de la famille Methanosarcinaceae semblent plus résistantes aux fortes
concentrations en azote ammoniacal que les archées de la famille Methanosaetaceae. Ceci
pourrait peut étre s'expliquer par le fait que cette famille d'archées forme des clusters de plus
en plus gros avec l'accroissement de la concentration d'azote ammoniacal, ce qui lui
permettrait ainsi de constituer un environnement moins expos¢ a cet élément inhibiteur. Enfin,
la versatilit¢ métabolique des membres de la famille Methanosarcinaceae lui permettrait
¢galement de se développer aux hautes concentrations d'azote ammoniacal grice a la
production de méthane par la voie hydrogénotrophe. En tout état de cause, nos résultats
indiquent que cette famille d'archées est impliquée dans la réaction d'oxydation syntrophique
de l'acétate ce qui, a notre connaissance, n'avait jamais été montré.

Par ailleurs, il est a noter que l'approche isotopique marquée a également permis de
conforter les résultats obtenus et de valider ainsi I'approche isotopique naturelle.

3.2. Effet de la quantité d'inoculum sur la dégradation de 1'acétate a haute
concentration en azote ammoniacal en conditions mésophiles

3.2.1. Introduction

Dans la partie précédente, 1'effet de la concentration en azote ammoniacal sur les voies
métaboliques utilisées lors de la méthanisation de l'acétate a été investigué. Les résultats ont
mis en évidence qu'a haute concentration en azote ammoniacal, lors d'incubations d'acétate
utilisant un inoculum préalablement adapté a dégrader ce composé, un changement de
métabolisme (acétoclaste vers hydrogénotrophe via oxydation syntrophique de l'acétate) et
l'apparition de temps de latence importants sont observés. Afin de mieux comprendre les
mécanismes de dégradation de l'acétate a haute concentration en azote ammoniacal, une
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nouvelle série d'incubation d'acétate a été réalisée avec un inoculum provenant de la méme
installation de stockage de déchets mais n'ayant pas été préalablement acclimaté a la
consommation d'acétate. L'influence de la quantit¢ de biomasse apportée en début
d'incubation a également été explorée. L'ensemble des paramétres expérimentaux ainsi que la
nomenclature utilisée dans le cadre de ces incubations sont détaillés dans le Tableau 40. Les
incubations Lixi-I1 ont été réalisées en introduisant le culot de centrifugation de 100 mL de
lixiviat comme dans la série précédente. Pour les modalités Lixi-I12 et Lixi-I3 les culots
obtenus a partir d'un volume cinq fois et dix fois plus important de ce méme lixiviat ont été
respectivement introduits. Dans cette série d'incubations toutes les autres conditions
expérimentales sont identiques. Il est a noter que la concentration en azote ammoniacal est,
dans le cas de cette série d’expériences, et a la différence de la plus haute concentration des
experiences précédemments présentées (Série C4) seulement de 4,5 g.L-1 car un des objectifs
¢tait d’observer le shift métabolique et de mieux en définir la valeur seuil.

Tableau 40 : Nomenclature des expériences sur l'effet de la quantité d'inoculum.

Incubations Inoculum Substrat [Substrat] Milieu Température  [NH4']

Lixi-I1 (1) Culot de 100 mL Acétate

Lixi-I1 (2) de lixiviat d'ISD  Acétate marqué*

Lixi-I2 (1) Culot de 500 mL Acétate 1.0 oL }150 I%Iﬁ; ssoc 5ol
o \ L + ° L

Lixi-12 (2) de lixiviat d'ISD  Ac¢tate marqué* - ftien ~ 8

carbonate
Lixi-I3 (1) Culotde 1 L Acétate

Lixi-13 (2) de lixiviat dISD A c¢tate marqué*

* marqué uniquement sur l'atome de carbone du groupement méthyle C*H;COOH
3.2.2. Résultats expérimentaux obtenus

3.2.2.1. Production de méthane

Les incubations d'acétate réalisées avec différentes quantités d'inoculum présentent des
évolutions de production de méthane cumulée (Figure 98, A) et de la concentration d'acétate
(Figure 98, B) différentes. La caractérisation des courbes de production de méthane cumulée
grace a I'équation de Gompertz modifiée permet d'estimer le temps de latence, la vitesse de
production maximale de méthane et la production cumulée totale de méthane (Tableau 41).

Pour les deux concentrations les plus hautes en inoculum (séries 12 et I3), la production
active de méthane commence respectivement aux jours 63 et 58 (Tableau 41). En ce qui
concerne l'incubation ayant regu la quantité d'inoculum la plus faible, la production de
méthane débute plus tardivement au jour 82. Dans l'ensemble des incubations, la production
cumulée totale atteint ensuite assez rapidement 317, 320 et 331 mL de CH4.g'] de CH;COOH
respectivement pour I3, 12 et I1 (Tableau 41). Une différence entre les incubations des séries
12 et 13 peut €tre notée au niveau de la vitesse maximale de production de méthane (8,69 mL
de CH4.g"' de CH3COOH .jour™” pour 12 contre 11,27 mL de CH4 .g" de CH;COOH jour™
pour 13) (Tableau 41). Enfin, dans la série 11, la vitesse de production maximale du méthane
est légérement supérieure (14,42 mL de CH, .g"' de CH;COOH .jour"). Les courbes de
concentration d'acétate sont inversement corrélées avec les courbes de production cumulée de
méthane (Figure 98, B).
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Figure 98 : Production de méthane cumulée (A) et concentration d'acétate (B) dans les incubations I1 a I3.
I1 (Inoculum x 1) 12 (Inoculum x 5) et I3 (Inoculum x 10). Les valeurs correspondent a la moyenne du duplicat.
Les barres d'erreurs représentent 'écart-type entre les incubations du duplicat et peuvent parfois étre masquées
par les symboles.

Tableau 41 : Paramétres de Gompertz. (A = latence ; Rm = taux de production maximum de méthane ; P=
production cumulée de méthane en fin d'expérience).

Incubations P Rm A
(mL de CH,g"'d’
CH;COOH) (mL de CH,.g”" d’CH;COOH jour”) (jours)
11 331,0 + 1,4 14,42 + 0,50 82,66 £ 0,67
12 320,5 + 2,1 8,69 + 0,04 63,62 <+ 029
13 317,5 + 2,1 11,27 + 0,51 58,56 £+ 0,71

3.2.2.2. Approche isotopique

3.2.2.2.1. Approche isotopique naturelle

Des analyses de composition isotopique ont été effectuées pour les incubations réalisées
avec de l'acétate non marqué. La Figure 99 représente I'évolution des compositions
isotopiques du méthane et du dioxyde de carbone en fonction du temps dans les incubations
I1-1, 12-1 et I3-1.

L'ensemble des signatures isotopiques du méthane (série 11, 12 et 13) se situe en dessous
de -60 %o pendant toute la durée des incubations, ce qui semble indiquer que la production de
méthane est associée a la réaction de méthanogenese hydrogénotrophe via une OSA.
Cependant, des différences entre la série 11 et les séries 12 et 13 peuvent étre notées. En effet,
la signature isotopique du méthane produit dans les incubations 12-1 et [3-1 située initialement
aux alentours de -100 %o augmente légérement pendant I'incubation pour atteindre environ -88
%o0. Une augmentation (de -26 %o a 0 %o) est également mesurée pour la signature isotopique
du dioxyde de carbone. L'évolution de la signature isotopique de l'incubation I1-1 est plus
importante puisqu'elle passe de — 95 %o a -60 %o environ (limite haute pour la méthanogenese
hydrogénotrophe) en fin d'incubation. Inversement, l'augmentation du §°CO, est moins
importante pour cette incubation (-26 %o a -8 %o).
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Figure 99 : Composition isotopique du CH, et du CO, dans les incubations I1-1, 12-1 et I3-1.

3.2.2.2.2. Approche isotopique marquée

L'enrichissement isotopique du méthane a été mesuré pour les incubations réalisées avec

de l'acétate marqué uniquement sur le groupement méthyle. La Figure 100 représente
I'évolution du pourcentage de >C dans le méthane et le dioxyde de carbone en fonction du
temps dans les incubations 11-2, 12-2 et 13-2.

Rappelons que I’utilisation d’acétate enrichi uniquement sur le groupement méthyle

permet d’identifier le mécanisme a la base de la production du méthane. En effet :

Si le méthane est produit par une réaction de méthanogenese acétoclaste, c’est le
groupement méthyle qui est transformé en CHy et le groupement carbonyle qui est
transformé en CO,. Ainsi, le méthane devrait étre enrichi a 100 % en carbone 13 et le
dioxyde de carbone ne devrait pas I’€tre ;

Si le méthane est produit a partir de 1’acétate par une réaction d’oxydation
syntrophique de l'acétate (OSA), I’oxydation de 1’acétate va produire deux molécules
de dioxyde de carbone (dont une enrichie). Si les produits de la réaction d’oxydation
(CO; et H,) sont dilués dans le milieu d'incubation avant d’étre consommés par
méthanogenese hydrogénotrophe, I’enrichissement du méthane sera proche de celui du
dioxyde de carbone du milieu, car c'est ce dernier qui sera utilisé lors de la réaction de
méthanogenese hydrogénotrophe. Dans nos expériences, la dilution dans le milieu
d'incubation qui contient une importante quantité de carbonates devrait conduire a un
enrichissement du méthane et du dioxyde de carbone nettement inférieur a 50 % ;

-212 -



Chapitre 4 : Résultats et discussion

- Enfin, le dernier cas de figure envisageable est une réaction d’oxydation de 1’acétate
qui produit, comme précédemment, deux molécules de dioxyde de carbone (dont une
enrichie), mais avec une réaction de méthanogenése hydrogénotrophe survenant avant
la dilution des molécules de dioxyde de carbone dans le milieu. Dans ce cas,
I’enrichissement attendu du méthane produit serait d’environ 50 % et celui du dioxyde
de carbone inférieur a 50 % (du fait de la dilution dans le milieu de la part non utilisée
du CO; lors de la méthanogenése hydrogénotrophe).

70
——13-2C0;
60 + B 12-2C0;
—-—11-2C0;
50 | ——11-2CH,
- 12-2CH,
40 | —&—13-2CH,

Enrichissement en °C (%)

0 20 40 60 80 100 120 140

Temps (jours)

Figure 100 : Enrichissement isotopique en '*C du CH, et du CO, dans les incubations I1-2, 12-2 et 13-2.

I1 est tout d'abord a noter pour ces trois incubations qu’aucun enrichissement égal ou
proche de 100 % pour le méthane n'est mesuré. Ainsi, dans aucune de ces incubations le
méthane n'est produit exclusivement par la voie métabolique acétoclaste. Ceci implique donc
que la réaction d'oxydation syntrophique de l'acétate participe a la production de méthane
dans l'ensemble des incubations. Cependant, alors que des évolutions d'enrichissement
isotopique similaires sont observées pour 12 et 13 elles different pour 1'incubation I1. Ces
différences peuvent s'expliquer soit par la mise en place conjointe des métabolismes
acétoclaste et hydrogénotrophe en proportions distinctes ou par la mise en place de différents
types de réaction d'OSA (avec et sans dilution). Nous reviendrons sur ce point dans la partie
discussion.

3.2.2.3. PCR-ARISA

La diversité microbienne au sein de chaque incubation est analysée par PCR-ARISA (cf.
Figure 101) sur trois points de prélevement situés avant, au milieu et en fin de production.
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Figure 101 : ARISA archées et bactéries des incubations I1 a 13.

Les profils ARISA des bactéries mettent en évidence que la plupart des bandes
présentes dans l'inoculum au cours des incubations (point 0) sont conservées. Toutefois,
I'apparition de nouvelles bandes (comme la bande a 608-617 (celle avec la fleche bleue) qui
apparait dans l'ensemble des incubations ou celle a 459-468 (celle avec la fleche noire) qui
n'est présente que dans les incubations 12 et 13) ainsi que l'intensification de certaines d'entre
elles (bandes a 751-768 (celle en rouge)) montrent que des modifications des populations
bactériennes surviennent dans chacune des incubations. Il est a noter que les profils ARISA
bactéries des incubations 12 et I3 apparaissent tres proches lors de la production de méthane
alors que celui observé dans l'incubation I1 se différencie 1égérement (absence des bandes
558-563 et 459-468 (fleche verte et noire)).

En ce qui concerne l'évolution des profils ARISA des archées, une différenciation et
une intensification des bandes est également observable pour l'ensemble des incubations en
comparaison de l'inoculum (temps 0). Entre les incubations elles mémes quelques bandes
peuvent €tre retrouvées systématiquement (454-459, 479-484, 564-565, 709-755, 785-814 et
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887-914 pb). Cependant, comme pour les profils bactéries, les profils archées des incubations
12 et 13 sont relativement proches et se différencient de celui de l'incubation I1. En effet, une
bande apparait a la taille 946-955 pb dans l'incubation I1 et s'intensifie fortement. D'autre part
une bande apparait a 435-439 (fleche noire) uniquement dans l'incubation 11.

3.2.2.4. Clonage —Séquencage

Une image des résultats du séquencage du gene codant pour I'ARN ribosomal 16S
archée et bactérie est présentée en Figure 102 pour I1 et en Figure 103 pour I3. Les résultats
montrent que pour les incubations I1 et 13, au sein de la banque de clone, on trouve une
majorité de micro-organismes appartenant aux mémes Phyla : Firmicutes et Proteobacteria.

Domaine Ordre Pourcentage* Domaine Phylum Pourcentage*

Methanosarcinales m
—[Proteobacteﬁa ]—.

Bacteria ||

—'Bacteroidetes ]—.

—[Aurres H 08 % ]

—[Chime‘res** H 16 % ]

Archaea

* Nombre de séquences idenfifises par rapport au nombre de séquences analysees *Nombre de séquences ideniifides par rapport au nombre de séquences analysees

** Recombinaison de séquences d'origines diverses ¥ Recambinaison de sequences d'origines diverses

Détails : Détails : Ordre Sphingobacteriales

Espece Methanocuileus bourgensis Bacteroidetes Genre Paludibacter
Methanomicrobiales Unculfured Famille Marinilabiaceae
methanomicrobiales Genre Proteiniphilum
Methanosarcinales Uncultured methanosarcinales Espéce  Clostridium ultunense
Thermoplasmatales Uncultured thermoplasmatales — Espéce  C.spA6
Irmicutes

Genre Alkaliphilus
Candidate ~pgsy

division
Genre Desulfuromonas
Genre Desulfuromicrobium
Proteohacteria Genre Pseudomonas
Genre Sulfurospirillum
Candidate
o division  ©P1

Unknown,Spirochastes

Figure 102 : Résultats du clonage/séquencage des archées et des bactéries pour I11-1
au jour 99 obtenus par analyses phylogénétiques (69 clones archées et 81 clones bactéries séquencés).

Pour la communauté archées, les genres Methanosarcina et Methanoculleus sont
retrouvés dans l'incubation I1 avec une nette dominance des Methanosarcina, alors qu'il n'y a
que des membres de la famille des Methanoculleus essentiellement représentés par
Methanoculleus bourgensis pour l'incubation I3. Il est a noter que Methanoculleus bourgensis
fait également partie des archées retrouvé dans l'incubation I1.
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Domaine Ordre Pourcentage* Domaine Phylum Pourcentage*
) ) Proteobacteria
Methanomicrobiales
Archaea —'Bacteroidetes |_-
Chiméres* H 00 % ] Bacteria
Planctomycetes
—[Autres H 14 % ]
—[Chl'r.m‘ares""r H 13% ]
* MWombre de sequences identifiées par rapport au nombre de sequences analysees * MWombre de sequences identifiées par rapport au nombre de sequences analysces
** Recombinaison de séquences d'origines diverses ** Recombinaison de séquences d'origines diverses
Détails : Détails : Genre Fastidiosipiia
Espéce Altafiphifus orernlandii
Espéce Methanoculieus bourgensis (96%) Firmicutos Espéce Candidatus contubernalis
Methanomicrobiales Candidate 0P984
ESPéCE Methanoculieus chikugoensis (4%) division 6AT
Genre Soehngenia
Genre Proteiniphiium
Bacternidetes Ordre Sphingobacteriales
Genre Erysipefathix
Espéce Oligella urethralis
Genre Pseudomonas
Profeobacteria
Genre Suifurosgirifurm
Espéce Alcaligenes faecalis
Genre Desulfuromonas
o Unknown, OD7 & OP9
Unelassified
Deferribacterales

Figure 103 : Résultats du clonage/séquencage des archées et des bactéries pour 13-1
au jour 77 obtenus par analyses phylogénétiques (27 clones archées et 91 clones bactéries séquencés).

3.2.2.5. Hybridation in situ (FISH)

Des hybridations FISH ont été réalisées afin d'identifier les micro-organismes présents
dans les différentes incubations. L’utilisation d’une sonde généraliste du domaine Archaea
(ARC915) a permis de mettre en évidence des populations de morphologies différentes pour
I1, 12 et 13. Ainsi, au sein de l'incubation I1, la présence de clusters formés par des membres
de la famille Methanosarcinaceae (identifiés a l'aide de la sonde MS1414, Figure 104, A et B)
a ¢té mise en évidence alors que dans les incubations 12 et 13, la communauté d'archées est
uniquement constituée par des petites coques identifiées comme faisant partie de 1'ordre
Methanomicrobiales (hybridées par la sonde MG1200b, Figure 104, D). Il est a noter que des
observations réalisées sur des échantillons de l'incubation I1, a I'aide de la sonde spécifique de
I'ordre Methanomicrobiales, semblent en révéler la présence en faibles proportions comme
l'illustre la Figure 104, C (cohybridation des signaux vert et bleu qui donnent une couleur
turquoise). La présence de bactéries proches des archées a également €té mise en évidence
grace a la sonde généraliste EUB338 dans les différentes incubations, (cf. Figure 104, A et B
pour I1 et C pour I3).
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Figure 104 : Observations FISH
A :11-1,4,5 gL' de NH," au jour 87, Sondes MS1414+ helper-CyS5 (bleu), EUB I -Cy3 (rouge) ;
B :11-1,4,5gL" de NH," au jour 141, Sondes MS1414+ helper-Cy5 (bleu), EUB I -Cy3 (rouge) ;
C:11-1, 45 g.L'1 de NH, au jour 99, Sondes ARC915 Cy5 (bleu), MG1200b-FITC + proteinase k (vert) ;
D :13-1,4,5gL" de NH, au jour 77, Sondes MG1200b-CyS5 (bleu), EUB I -Cy3 (rouge).

3.2.3. Interprétation et discussion des résultats

3.2.3.1. Métabolisme et population microbienne a l'origine de la production de
méthane

Comme indiqué dans la présentation des résultats, deux cas bien distincts ont été
observés, d'une part pour les incubations a faible concentration en inoculum (série 11) et
d'autre part pour les incubations aux plus hautes concentrations en inoculum (séries 12 et 13),
tant au niveau des micro-organismes présents que des voies métaboliques utilisées lors de la
production de méthane. Les résultats obtenus pour chacune de ces situations sont discutés
dans un premier temps séparément dans la suite de ce paragraphe.
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3.2.3.1.1. Séries 12 et I3

Pour les incubations 12-1 et I3-1, les signatures isotopiques sont -clairement
caractéristiques d'une production de méthane par voie hydrogénotrophe puisqu'elles se situent
initialement a -100 %o puis remontent légerement jusque -88 %o. La signature isotopique du
dioxyde de carbone connait également une augmentation d'amplitude similaire (de -26 %o a
-8 %o0). Ces évolutions paralleles du 613CH4 et du 813C02 sont en accord avec le fait qu'une
méthanogenese hydrogénotrophe se met en place car cela traduit le fait que le CO, est le
substrat a [l'origine du méthane produit dans ces incubations. Les résultats du
clonage/séquencage et les observations FISH pour l'incubation 13 sont également en accord
avec la mise en évidence d'un tel métabolisme. En effet, les archées séquencées appartiennent
a la famille des Methanomicrobiaceae et trés majoritairement a l'espece Methanoculleus
bourgensis qui sont des méthanogenes hydrogénotrophes stricts. Enfin, les observations FISH
confirment la présence de membres de cette famille uniquement (cohybridation de la sonde
MG1200b et ARCI915 a 100 %) et que ces derniers sont actifs durant ces incubations
puisqu'ils sont nettement observables a 1'aide de cette technique.

Alors que l'interprétation des résultats issus des analyses isotopiques naturelles et des
analyses microbiologiques nous permet de conclure sur le métabolisme utilisé dans les
incubations 12 et I3 pour produire le méthane, les résultats des incubations avec acétate
enrichi sur le groupement méthyle, en plus de confirmer ces interprétations, apportent un
complément d'information permettant d'aller plus loin dans la compréhension des mécanismes
mis en jeu.

Les évolutions du pourcentage d'enrichissement du méthane et du dioxyde de carbone
sont globalement identiques entre les incubations 12-2 et 13-2. Le dioxyde de carbone
s'enrichit progressivement pour atteindre, en fin d'incubation, un enrichissement d'environ 28
% de carbone 13. L'enrichissement du méthane, quant a Iui, augmente également
progressivement pour atteindre, en fin d'incubation, un enrichissement d'environ 21 % de
carbone 13. Le fait que les valeurs d'enrichissement du CO, et du CHy4 soient proches et
largement inférieures a 50 % semble indiquer que les incubations des séries 12 et 13
correspondent au cas de figure d'une oxydation syntrophique de l'acétate avec dilution des
produits de 1'oxydation de l'acétate (H, et CO,) dans le milieu riche en carbonates avant leurs
utilisations pour la méthanogenese hydrogénotrophe. Par ailleurs, les enrichissements du
méthane et du dioxyde de carbone qui suivent les mémes tendances semblent confirmer que le
CO; est bien le substrat de la réaction qui produit le méthane. En fin d'incubation, un écart
d'enrichissement d'environ 7 % est cependant mesuré entre le dioxyde de carbone et le
méthane, alors qu'un enrichissement identique était attendu dans le cas d'une OSA avec
dilution des produits de I'oxydation avant la méthanogenése hydrogénotrophe.

Le méthane produit a chaque instant t, présente un enrichissement identique a celui du
dioxyde de carbone utilisé comme substrat. Cependant, le méthane produit a 1'instant donné
t+1 se dilue dans le méthane préalablement produit a partir de dioxyde de carbone présentant
un enrichissement plus faible (car, a ce moment, le nombre de molécules d'acétate oxydées,
constituant la source en °C dont le CO, est issu était moins important). La Figure 105 illustre
ce principe qui, en survenant a chaque instant, aboutit, en fin d'incubation, a un écart non
négligeable entre les valeurs d'enrichissement du CO, et du CH4. La courbe présentée en
Figure 105 représente les résultats d'une modélisation simplifiée de la production de méthane
a partir d'acétate enrichi uniquement sur le groupement méthyle. La réaction modélisée est
une réaction d'oxydation de l'acétate avec dilution des produits de 1'oxydation dans le stock de
carbonates. Cette premiere réaction est immédiatement suivie d'une réaction de
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méthanogeneése hydrogénotrophe. Les paramétres utilisés pour la réalisation de Ia
modélisation sont donnés dans le Tableau 42. L'oxydation de l'acétate dans le modele se fait
par pas de 10 %, ce qui explique le démarrage de la courbe de méthane a 10 % d'acétate
consommé. Les courbes obtenues semblent confirmer que, dans nos conditions
expérimentales, 1'écart semble pouvoir s'expliquer par le phénomene de dilution évoqué
précédemment et étre indépendant d'un phénomene de fractionnement isotopique entre le
méthane et le dioxyde de carbone.

Tableau 42 : Paramétres utilisés pour réaliser la modélisation simplifiée de la réaction d'OSA des séries
d'incubations 12 et I3.

Volume de liquide 149,00 mL
Concentration de NaHCOs initiale 0,14 mol.L”’
Concentration d'acétate initiale (100 % de BCsurle .l
. 3,00 gL
groupement méthyle)
Nombre de moles HCOs initial 0,02086 moles
Nombre de moles d'acétate initial 0,00745 moles
Nombre de moles initial HCO; apres ajout de 1'acétate 2,97914 moles
Pas de temps modélisé (en % d'acétate oxydé) 10 %
Initialement, A linstantt + 1.
Acatate _0?»_’ co, —r‘?ﬁg}? CH, Acetate Ouydat lm.w-x:
epuation bthanagenies T
@ Carbone 13

b

© Carbone 12

§

Du fait de la dilution du CH, formé a t+1 avec
I'ensemble du méthane formé préalablement.

% d'enrichissement en * C

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

% d'acétate consomme

Figure 105 : Modélisation de la réaction d'OSA des séries d'incubations 12 et 13.

L'ensemble des résultats obtenus pour les séries d'incubations 12 et 13 s'accordent avec
la mise en place d'une réaction d'OSA avec dilution des produits de 1'oxydation dans le milieu.
La réaction d'OSA étant peu documentée a ce jour, il est intéressant d'essayer d'identifier les
micro-organismes impliqués dans cette réaction lors de nos incubations.
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Dans la bibliographie, cinq associations syntrophiques entre une bactérie et une archées
ont pu étre mises en €vidence (cf. Chapitre 2, § 1.1.3.3.2 Micro-organismes impliqués) dont
uniquement une en conditions mésophiles (Clostridium ultunense/Methanoculleus sp.
(Schnurer, Schink et al. 1996; Schnurer, Zellner et al. 1999)). Une bactérie capable de réaliser
l'oxydation de I'acétate en conditions mésophiles a également été mise en évidence
récemment : Syntrophaceticus schinkii sp. (Westerholm, Roos et al. 2010). Par ailleurs, ces
micro-organismes (Clostridium ultunense/Methanoculleus sp. et Syntrophaceticus schinkii
sp.) sont issus de réacteurs opérant en conditions mésophiles et a fortes concentrations en
azote ammoniacal, ce qui correspond a nos conditions expérimentales. La capacité a oxyder
l'acétate a également été mise en évidence chez certaines bactéries du phylum Proteobacteria,
notamment chez deux espeéces appartenant au genre des Desulfuromonas (Desulfuromonas
acetexigens et Desulfuromonas acetoxidans) (Pfennig et Biebl 1976; Finster, Bak et al. 1994),
chez une espece du genre Desufomicrobium (Zhao, Ren et al. 2008) et également chez une
bactérie du phylum Firmicutes : Candidatus Contubernalis alkalaceticum (Zhilina, Zavarzina
et al. 2005).

La majorité des bactéries issues des résultats du clonage/séquencage de l'incubation 13-1
appartiennent au phylum des Firmicutes, ce qui correspond aux bactéries généralement
identifiées dans les écosystémes au sein desquels la réaction d'OSA se met en place (cf.
Chapitre 2, § 1.1.3.3.2 Micro-organismes impliqués). Cependant, des bactéries du genre
Desulfuromonas ont également été¢ séquencées. L'identification formelle des bactéries qui
réalisent 'oxydation de I'acétate dans nos incubations n'est pas possible sans analyses plus
poussées a l'aide de la technique stable isotope probing (SIP) notamment. Cependant, il est
possible d'avancer 1'hypothe¢se que celles-ci fassent partie des Firmicutes identifiés dans les
résultats du séquengage comme Candidatus Contubernalis alkalaceticum ou bien
appartiennent au genre Desulfuromonas (phylum Proteobacteria) également mis en évidence
dans nos incubations.

En ce qui concerne les archées, dans l'incubation 13-1, les observations FISH et le
clonage/séquencage ont mis en évidence uniquement la présence de coques irrégulicres
appartenant a des membres de la famille Methanomicrobiaceae proches de Methanoculleus
bourgensis. Cette archée capable de réaliser la méthanogenése hydrogénotrophe, et donc
potentiellement de participer a I'OSA, est du méme genre que celle déja mise en évidence lors
de réaction d'OSA a forte concentration d'azote ammoniacal (Schnurer, Zellner et al. 1999).
Ainsi, l'ensemble des €léments disponibles pour les incubations (I2 et 13) laisse penser que les
archées du genre Methanoculleus sont impliquées dans la réaction de méthanogenese
hydrogénotrophe constituant I'étape finale de la réaction d'OSA.

3.2.3.1.2. Série I1

L’interprétation des données est plus complexe dans le cas des incubations de la série
I1. En effet, alors que la signature isotopique du méthane produit initialement dans
l'incubation naturelle est bien caractéristique d'un métabolisme de type hydrogénotrophe
(démarrage a -90 %o), le 8"°CH4 augmente ensuite de fagon plus importante que dans les
incubations 12-1 et I3-1 jusqu'a atteindre -60 %o en fin d'incubation ce qui correspond a la
limite basse du méthane produit par méthanogenése acétoclaste. L'analyse des résultats pour
cette incubation est ainsi plus délicate que pour les incubations 12-1 et 13-1 car il n'est pas
possible d'exclure qu'une partie du méthane soit produit par méthanogenese acétoclaste au
cours de cette incubation.
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En effet, différentes hypothéses sont envisageables pour expliquer 1'évolution de la
signature isotopique du méthane observée :

- La premicere est que le méthane produit lors de cette incubation résulte d'un mélange
de méthane d’origine metabolique hydrogénotrophe via OSA et acétoclaste). Le
méthane initialement produit par méthanogenese hydrogénotrophe via une OSA serait
par la suite progressivement produit également par méthanogenése acétoclaste.

- La seconde est que la réaction d'oxydation syntrophique de l'acétate qui se met en
place lors de cette série d'incubations différe de celle se déroulant dans les séries
d'incubations 12 et I3. En effet, si une "OSA sans dilution" des produits d'oxydation de
l'acétate avant méthanogenese hydrogénotrophe se produit, l'augmentation de la
composition isotopique du méthane pourrait simplement traduire l'enrichissement
isotopique de l'acétate et donc du CO, produit lors de la réaction d'oxydation de
l'acétate au cours de l'incubation (cas d'un milieu clos). Ce fractionnement isotopique
lors de I'oxydation de I'acétate qui se produit aussi certainement lors des incubations 12
et 13 conduirait alors a un enrichissement isotopique du méthane plus important dans
I1 du fait de l'absence de dilution du CO, produit avec les carbonates du milieu avant
méthanogenese hydrogénotrophe. Ainsi contrairement au cas des incubations 12 et I3
ou il apparait trés clairement que la composition isotopique du méthane suit
parfaitement celle du CO,, le CO, présent dans le milieu n'étant pas celui consommé
lors de la méthanogenése hydrogénotrophe, la composition isotopique apparente du
CH4 et du CO; pourraient apparaitre comme décorélées. Si cette hypothese était
vérifiée, le fait que la composition isotopique du CO, augmente moins dans le cas de
l'incubation I1 pourrait alors s'expliquer par la quantit¢ moins importante de CO,
enrichi libéré lors de l'oxydation de l'acétate qui se dilue avec les carbonates (car
transformé en méthane).

L'étude des résultats de l'incubation réalisée avec de l'acétate marqué sur le groupement
méthyle apporte des informations complémentaires permettant d'évaluer les hypothéses
émises a partir des résultats obtenus pour l'incubation naturelle. Tout d'abord, le fait que la
valeur initiale de l'enrichissement en °C du méthane soit proche de 50 % (jour 87, 48,33 %
d'enrichissement) suggere qu'une oxydation syntrophique de l'acétate, avec consommation des
produits de l'oxydation (H, et CO;) avant leur dilution avec les carbonates, se met en place
initialement. Le fait qu'une signature isotopique caractéristique de la méthanogenese
hydrogénotrophe (jour 87, -79,15 %o) soit observée au méme jour dans l'incubation naturelle,
en écartant la possibilité qu'un mélange de métabolisme hydrogénotrophe et acétoclaste puisse
conduire a cet enrichissement, accrédite clairement I'hypothése selon laquelle le méthane
puisse étre produit initialement par une réaction d'OSA, sans dilution des produits de
I'oxydation avant la réaction de méthanogenése hydrogénotrophe.

Cependant, dans l'incubation marquée, l'enrichissement en C du méthane atteint
ensuite une valeur proche de 60 % avant de se stabiliser a nouveau vers 50 %. Le fait que des
valeurs transitoires d'enrichissement en C du méthane supérieures a 50 % aient &été
observées conforte quant a lui I'hypothése d'une contribution du métabolisme acétoclaste dans
la production du méthane. Dans ce cas et en considérant que 'OSA se poursuive sans dilution
des produits d'oxydation dans le milieu comme observé initialement, la proportion du
métabolisme acétoclaste serait au maximum de 20 %. En effet, le pourcentage de carbone 13
du méthane produit par OSA étant de 50 % et celui par voie acétoclaste de 100 %, 1'obtention
d'un pourcentage de 60 % correspondrait a un mélange de 20 % d'acétoclaste et de 80 %
d'OSA sans tenir compte des phénomenes de dilution dans le méthane préalablement produit.
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I1 est a noter, d'autre part, que 1'enrichissement du dioxyde de carbone dans I1-2 est quant a lui
inférieur a celui des incubations 12-2 et I3-2 d'environ 10 %. Ce résultat qui pourrait
apparaitre comme étant le reflet de la mise en place d'un métabolisme acétoclaste dans
l'incubation I1-2, ne permet cependant pas de trancher entre les deux hypotheses €mises
initialement. En effet, il peut également tout a fait s'expliquer par la mise en place d'une OSA
sans dilution des produits d'oxydation car dans ce cas de figure une quantité plus importante
d'atomes de carbone marqués aurait été libérée sous forme de méthane (qui n'apparait donc
pas sous la forme de CO,) lors de I'OSA du fait de l'absence de dilution.

I1 est également intéressant de mettre en parallele les résultats de la série 11 avec ceux
obtenus a la méme concentration en azote ammoniacal pour la série C4, présentés dans la
partie précédente (cf. Chapitre 4, § 3.1 Effet de la concentration en azote ammoniacal sur la
dégradation de l'acétate en conditions mésophiles). En effet, les évolutions des signatures
isotopiques du méthane et du dioxyde de carbone des incubations naturelles et de leurs
enrichissements isotopiques observés dans les incubations marquées sont identiques pour ces
deux séries d'incubation bien qu'elles aient été réalisées avec des inocula légerement différents
(Pour la série C4 l'inoculum avait été préalablement acclimaté a la consommation de
l'acétate). Le fait que des évolutions des enrichissements en *C identiques pour I1-2 et C4-3
aient été observées (augmentation de 50 % a 60 % avant de se stabiliser ensuite a 50 %)
semblent conforter I’hypothése de la mise en place d’une réaction d’OSA sans dilution des
produits de 1’oxydation, plutét que celle d’un mélange de méthanogeneses acétoclaste et
hydrogénotrophe (via OSA) car cela signifierait que les proportions des différents
métabolismes se sont établies de maniere absolument identique dans les deux séries
d’incubations ce qui est peu probable.

L'obtention d'un enrichissement isotopique supérieur a 50 % reste cependant
difficilement explicable dans ce cas de figure. L'une des hypothéses pouvant étre avancée
concerne les échanges isotopiques pouvant survenir entre le CO, enrichi du milieu et le
groupement carbonyle de l'acétate entrainant ainsi un enrichissement de l'acétate supérieur a
50 % car il ne serait plus marqué uniquement sur le groupement méthyle. Ce phénomene a
déja été observé par Penning et al. (Penning, Tyler et al. 2006d). Le CO, résultant de
I'oxydation serait lui-méme enrichi a plus de 50 % expliquant ainsi pourquoi du méthane
présentant un enrichissement supérieur a 50 % pourrait €tre observé. Les mesures de
I'enrichissement isotopique de l'acétate réalisées au cours de ces incubations n'ont montré
aucun enrichissement de l'acétate supérieur a 50 % écartant ainsi cette hypothese.

L'ensemble de ces observations est cohérent avec le fait qu'une production initiale de
méthane par voie hydrogénotrophe a la suite d'une réaction d'oxydation de l'acétate différente
de celle qui a lieu dans les incubations 12 et I3 se met en place. En effet dans les incubations
I1, une fois l'acétate oxydé, une des molécules de dioxyde de carbone est probablement
utilisée avant sa dilution dans le milieu carbonaté, pour produire le méthane par la voie
hydrogénotrophe. La valeur théorique du méthane ainsi produit est de 50 %, ce qui
correspond aux valeurs initiales mesurées dans nos incubations. Cependant, il n'est pas
possible, en utilisant uniquement les données isotopiques, d'exclure ensuite la participation a
la production de méthane de la méthanogenése acétoclaste ou d’une réaction d’OSA avec
dilution des produits d’oxydation dans le milieu.
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Différentes analyses microbiologiques ont été réalisées afin d'essayer d'identifier les
micro-organismes a l'origine de la réaction d'OSA et d'apporter des éléments permettant de
confronter les différentes hypothéses avancées a partir du suivi isotopique réalisé.

Les profils ARISA mettent en évidence des évolutions différentes des populations
d'archées entre les incubations 11 et 12/I3. Les hybridations FISH réalisées sur les incubations
I1 et I3 confirment que les populations de micro-organismes actives sont belles et bien
différentes. En effet, dans les incubations I1 les archées dominantes observées appartiennent a
la famille Methanosarcinaceae (sonde MS1414) (alors que dans les incubations 13, elles
appartenaient a l'ordre des Methanomicrobiales (sonde MG1200b)). Enfin, les résultats
obtenus par le clonage/séquengage sont en accord avec ceux obtenus par les observations
FISH, car les archées dominantes sont bien les membres de la famille Methanosarcinaceae.
Cependant, des Methanoculleus et des Thermoplasmatales ont également €té séquencés.

Les observations FISH et le clonage séquencage réalisés pour 1'échantillon I1 semblent
donc confirmer que des membres de la famille Methanosarcinaceae puissent étre impliqués
dans l'oxydation syntrophique de l'acétate, comme nous l'avions déja observé pour les
incubations de la série C4. En effet, ces archées sont observées en FISH au jour 87 alors que
le métabolisme est a ce moment la clairement de type hydrogénotrophe.

Dans D’incubation I1, comme dans I’incubation I3, des bactéries sont également
observées en FISH a proximité des archées. Le clonage/séquengage réalis¢ a permis
I’identification d’une partie des bactéries présentes. La communauté bactérienne est composée
majoritairement de micro-organismes des phyla Firmicutes et Proteobacteria et, parmi ces
dernieres, trois types de bactéries connues comme étant capables de réaliser 1'oxydation de
'acétate apparaissent : Clostridium ultunense (Schnurer, Schink et al. 1996) qui appartient au
phylum Firmicutes ainsi que Desulfuromonas (Pfennig et Biebl 1976; Finster, Bak et al.
1994) et Desulfomicrobium (Zhao, Ren et al. 2008) qui appartiennent au phylum
Proteobacteria.

Ainsi, il apparait que la différence majeure entre les cas de figure des incubations I1 et
I3 et pouvant étre a l'origine de I’établissement de voies de production du méthane différentes
au sein de ces expériences concerne la présence de membres de la famille
Methanosarcinaceae dans les incubations I1. Deux hypotheses impliquant cette famille
d'archées et pouvant expliquer l'absence de dilution entre 1'oxydation de l'acétate et la
méthanogenese hydrogénotrophe dans les incubations I1 peuvent étre envisagées.

- La premicere est une imbrication plus forte entre les bactéries et les archées dans cette
incubation que dans 12 et 13. Le dioxyde de carbone n'aurait alors pas la possibilité de
se diluer dans le milieu avant d'étre consommé par méthanogenese hydrogénotrophe.
Ceci pourrait étre lié a 1’organisation spatiale entre les membres de la famille
Methanosarcinaceae qui se regroupent en clusters de taille importante a haute
concentration en azote ammoniacal et les bactéries qui apparaissent imbriquées au sein
des amas d'archées apparentés aux Methanosarcina. Les quelques Methanoculleus
observés ne semblent pas suffisamment imbriqués au sein des clusters de
Methanosarcinaceae (cf. Figure 104, C) de maniere a pouvoir justifier I'absence de
dilution des produits de l'oxydation de I'acétate dans le milieu carbonate en
comparaison avec l'organisation observées dans le cas de I'incubation I3.

- La seconde hypothése est que les membres de la famille Methanosarcinaceae,
connues pour leur versatilité, soient également capables de réaliser I'oxydation de
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'acétate. Cette possibilité déja évoquée dans la bibliographie (Lovley et Ferry 1985),
permettrait ainsi aux membres de la famille Methanosarcinaceae d'oxyder l'acétate et
d'en consommer les produits avant passage dans le milieu extracellulaire.

Les observations FISH ne permettant pas de trancher entre ces deux hypothéses pouvant
expliquer une consommation directe des produits de la réaction d’oxydation de 1’acétate, des
analyses complémentaires ont été réalisées afin d’étudier notamment 1’arrangement spatial
entre bactéries et archées dans les incubations 11 et I3.

3.2.3.2. Arrangement spatial des micro-organismes

Afin de mieux comprendre les mécanismes a la base de la production de méthane par
OSA dans les différentes configurations observées au cours de nos incubations, une analyse
de l'arrangement spatial des micro-organismes a été réalisée. A partir d'échantillons hybridés
en FISH, des images 3D pour les incubations I1 et I3 ont été analysées avec le logiciel Daime.
Le but est d'étudier 'arrangement spatial des populations archées et bactéries entre elles afin
de savoir s'il y a un lien entre l'arrangement spatial des populations et la nature du
métabolisme utilisé pour la dégradation de l'acétate. Cette méthode combine les images 3D
obtenues en FISH avec une analyse d'image par la fonction de corrélation de paires.

Pour réaliser cette analyse, les échantillons sont hybridés selon le protocole FISH
classique. Une dizaine d'images 3D est réalisée sur différents points de la lame contenant des
agrégats biologiques ou flocs au sein desquels on peut distinguer les deux populations de
micro-organismes (bactéries et Methanosarcinaceae pour 11 et bactéries et Methanoculleus
pour 13). Par la suite, ces images sont traitées a partir du logiciel Daime (diminution du bruit
de fond par la fonction median filter, définition des populations par seuillage) avant d'étre
analysées sur deux dimensions (x et y) par ce méme logiciel. L'arrangement spatial des
populations est mesuré grace a la fonction de corrélation de paires. Cette fonction de
corrélation noté g(r) donne la densité moyenne des individus situés a la distance vectorielle r
d'un individu considéré (Daims, Liicker et al. 2006). Elle est calculée par rapport a la
probabilité P(r) que deux individus soient voisins l'un de l'autre a la distance r, sur la densité
de chaque population, pour deux populations distribuées aléatoirement (D; : population 1 ;
D, : population 2). La formule est la suivante :

g(r)=P(r) / (2D1Dy) ,
Equation 24

En conséquence, la valeur de g(r) obtenue indique si deux populations sont
positivement ou négativement corrélées sur une distance r donnée :

- g(r) = 1 si la répartition des populations est aléatoire ;

- g(r) > 1 si les micro-organismes ont une répartition de type aggrégative a la distance
r (cela signifie que les deux populations s'attirent) ;

- g(r) <1 si les micro-organismes ont une répartition de type répulsive a la distance r
(cela signifie que les deux populations tendent a se repousser).

L'analyse est réalisée sur chaque membre de la population considérée et permet
d'obtenir un graphique g(r) (cf. Figure 106).
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Figure 106 : Exemple d'analyse de I'arrangement d'image virtuelle.

Les graphiques présentés en Figure 107 représentent la fonction de corrélation de
paires (noté g(r)) pour les échantillons I1 (graphique A, B et C) et I3 (graphiques D, E et F) en
considérant les paires bactéries/bactéries, archées/archées et bactéries/archées.

(rk) I1 {bactéries-bactéries) (D) 13 {bactéries-bactéries)

LI

= = M
:

Distance {pm}) Distance {pm)

(B) I1 {archées-archées) (E) 13 {archées-archées)

: A
g 3 Z 3
E 2 E 2 4 b—\.‘\""\"r\_. n 7R
2 g - AT AT Sy
s 1 s 14 L
S = 3

L] T L] T T T

15 20 L] 5 10 15 20
Distance {pm} Distance {pm)
Al

(() I1 {bactéries-archées) (F) 13 {bactéries-archées)

T T
= & = &
2 5 £ 5
E 3 % 4
g 3 T 3
= 2 = 24
= 2
214 CS 1 4

L] T T o

0 5 10 15 20
Distance {um) Distance {im)

Figure 107 : Résultats des analyses de fonction de corrélation de paires pour les différentes populations de
I1 et I3 (A a C : incubation I1 ; D a F : incubation I3).

Le profil des g(r) de la communauté bactérienne entre elle est similaire pour les deux
échantillons (cf. Figure 107, A et D). En effet, les deux courbes présentent la méme forme,
entre 0 et 1 um de distance. A cette distance, la courbe est inférieure a 1 du fait de I’exclusion
spatiale liée a I'encombrement stérique des individus. Ensuite, la courbe est supérieure a 1
jusqu'a 12 pm, avec une valeur maximale obtenue a environ 3 um. Ce pic pourrait étre di a la
division microbienne tres rapide pour les bactéries, qui induit une probabilité plus forte de
trouver une cellule fille a proximité de la cellule mere dont elle est issue. Au dela, la courbe se
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stabilise a des valeurs proches de 1, ce qui indique plutot une répartition aléatoire des
bactéries dans 1'échantillon.

L'analyse des paires archées/archées montre des différences pour les deux échantillons
(cf. Figure 107, B et E). Pour I'incubation 11, la courbe est inférieure a 1 pour la distance entre
0 et 10 um. Pour l'analyse sur Daime, les archées n'ont pas pu étre totalement individualisées
du fait que Methanosarcina forme des tétrades ou les individus sont trés rapprochés. Ainsi, la
premicre partie de la courbe (0 a 5 pm), moins pentue pour 11 que pour 13, peut s'expliquer
par la distance physique supérieure entre deux tétrades d'archées par rapport a celle entre deux
micro-organismes. En revanche, il semble que les archées se repoussent pour les distances
entre 5 et 10 um. Par la suite, la courbe présente une valeur autour de 1, donc les micro-
organismes sont répartis aléatoirement sur la distance de 10 a 25 um. Pour 1'échantillon 13, la
courbe de corrélation des paires archées/archées est quasiment la méme que pour celle des
bactéries entre elles. C'est-a-dire, un départ inférieur a 1, probablement di a la taille des
Methanoculleus. Puis, un pic a 3 um de distance et une descente vers 10 um. La division
cellulaire d'une archée hydrogénotrophe étant relativement rapide, le pic ainsi s'expliquer par
la division cellulaire ou par une attraction des micro-organismes entre eux. Enfin, jusqu'a 20
um la courbe est égale a 1, ce qui correspond donc & une répartition aléatoire des micro-
organismes.

Enfin, le résultat le plus frappant concerne l'analyse spatiale des paires
bactéries/archées. Il peut étre observé une différence importante entre les deux incubations
(cf. Figure 107, C et F). En effet, dans les deux cas il semble que les deux populations
s'attirent, cependant, la valeur obtenue par la fonction de corrélation est de 4,5 pour 13 alors
qu'elle est de 1,5 pour I1.

Les données fournies par l'analyse d'image FISH 3D par la fonction de corrélation de
paires vont donc dans le sens de 1'hypothése formulée précédemment selon laquelle il y aurait
une syntrophie réelle bactérie-archée dans 13, plus précisément Methanoculleus-bactérie, alors
que Methanosarcina pourrait étre seule responsable dans la transformation de l'acétate en
méthane pour l'incubation I1. En effet, 1'analyse spatiale des paires bactéries/archées permet
d'observer une attirance entre les archées et les bactéries dans I1 et I3. Cependant, la valeur
obtenue par la fonction de corrélation est nettement plus forte pour 13 que pour I1, ce qui
montre que les Methanoculleus, présents dans l'incubation 13, sont nettement plus regroupés
autour des bactéries que les Methanosarcina dans l'incubation 11.

3.2.3.3. Analyses NanoSIMS

Dans le but de clarifier l'implication des différents micro-organismes suspectés de
participer aux différentes réactions d'OSA qui se sont mises en place dans les incubations des
séries d'expériences I, des mesures d'enrichissement en carbone 13 des micro-organismes ont
été réalisées sur certains €chantillons d'intérét. La technique NanoSIMS présentée dans la
partie matériel et méthodes (cf. Partie 3, § 6.3.4 NanoSIMS) a été utilisée pour réaliser ces
mesures. Grace au couplage avec I'hybridation in-situ de sondes nucléotidiques spécifiques
contenant des atomes d'halogene, la technique SIMSISH permet simultanément d'identifier un
micro-organisme et de mesurer son enrichissement isotopique (Li, Wu et al. 2008). Ainsi, en
permettant de mieux caractériser la physiologie des groupes microbiens non cultivables
présents dans nos incubations, a travers le suivi de I'évolution de leurs enrichissements
isotopiques résultant de 1'assimilation de I'acétate marqué, ces analyses devraient apporter des
¢léments d'information permettant de mieux caractériser les réactions d'OSA se produisant.
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Les échantillons sélectionnés dans le cadre de ces mesures spécifiques sont issus des
incubations réalisées avec de l'acétate marqué uniquement sur le groupement méthyle
rappelées brievement ci-apres :

- Incubation mésophile C1-3 dont les résultats sont présentés en Partie 4, § 3.1 Effet
de la concentration en azote ammoniacal sur la dégradation de 1'acétate en conditions
mésophiles. Dans cette incubation d'acétate a basse concentration en azote
ammoniacal, la consommation de l'acétate et la production de méthane ont eu lieu par
voie acétoclaste. Le méthane produit présente (Figure 108, A) un enrichissement
proche de 100 % pendant toute la durée de l'incubation et le dioxyde de carbone
produit présente un enrichissement proche de l'enrichissement naturel pendant toute la
durée de l'incubation. L'échantillon analysé en NanoSIMS a été prélevé en fin de
production de méthane alors que 90 % du méthane avaient €té produits (NanoSIMS
n°l).

- Incubation mésophile I1-2 dont les résultats sont présentés en Partie 4, § 3.2 Effet
de la quantité d'inoculum sur la dégradation de 1'acétate a haute concentration en azote
ammoniacal en conditions mésophiles. Dans cette incubation d'acétate a haute
concentration d'azote ammoniacal (4,5 g.L”' de NH4"), la consommation de l'acétate et
la production de méthane ont eu lieu majoritairement par la voie hydrogénotrophe,
apres oxydation de l'acétate en dioxyde de carbone et hydrogene. Le méthane produit
présente un enrichissement compris entre 50 % et 60 % pendant toute la durée de
lI'incubation (Figure 108, B) et le dioxyde de carbone produit présente un
enrichissement progressif qui atteint 17 % en fin d'incubation. Dans cette incubation,
les produits de l'oxydation de l'acétate ne se mélangent a priori pas au carbone
inorganique du milieu avant la réaction de méthanogenése hydrogénotrophe. Les
¢chantillons analysés ont été prélevés aux moments ou environ 20 % (NanoSIMS n°2)
et 60 % (NanoSIMS n°3) de méthane ont été produits.

- Incubation mésophile I3-2 dont les résultats sont présentés en Partie 4, § 3.2 Effet
de la quantité d'inoculum sur la dégradation de 'acétate a haute concentration en azote
ammoniacal en conditions mésophiles. Dans cette incubation d'acétate a haute
concentration en azote ammoniacal (4,5 g.L"' de NH,"), la consommation de l'acétate
et la production de méthane ont eu lieu majoritairement par la voie hydrogénotrophe,
apreés oxydation de l'acétate en dioxyde de carbone et hydrogene. Le méthane produit
présente un enrichissement progressif qui atteint 20 % en fin d'incubation (Figure 108,
C) et le dioxyde de carbone produit présente un enrichissement progressif qui atteint
28 % en fin d'incubation. Dans cette incubation, les produits de I'oxydation de l'acétate
sont a priori mélangés au carbone inorganique du milieu qui est utilisé comme substrat
pour la réaction de méthanogenese hydrogénotrophe. L'échantillon analysé a été
prélevé au moment ou environ 55 % de méthane avaient été produits (NanoSIMS n°4).

Les graphiques présentés en Figure 108 présentent I'enrichissement en °C du méthane
et du dioxyde de carbone en fonction du pourcentage de méthane produit pour chacune de ces
incubations (100 % représentant le pourcentage de méthane maximum déterminé
expérimentalement pour chacune des incubations).
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I1-2 (B) et I3-2 (C) en fonction du % de méthane produit.

Une image des mesures de I'enrichissement en carbone 13 de la biomasse, réalisée par
NanoSIMS sur I'échantillon prélevé dans l'incubation 11-2 au jour 86, soit a environ 20 % de
la production mesurée de méthane (NanoSIMS n°2) est présentée en Figure 109.
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NanoSIMS n°2, (incubation 11-2) Point 1/2

0CY =T s D) - % 13C

Figure 109 : Images NanoSIMS de l'incubation I1-2 (NanoSIMS n°2, jour 86, point 1/2).
Soufre (A), CN (B), Iode (C) et % de carbone 13 (D).

Sur I'image D de la Figure 109, des formes caractéristiques des clusters formés par les
membres de la famille Methanosarcinaceae peuvent étre observées. Le signal d'iode obtenu
sur l'image C de la Figure 109, confirme qu'il s'agit bien de clusters formés par des
Methanosarcinaceae car ils sont bien hybridés avec la sonde MS1414 enrichie en iode,
utilisée dans le cadre de ces analyses et spécifique aux membres de cette famille. Le fait que
les membres de la famille Methanosarcinaceae présentent un enrichissement non naturel en
BC (enrichissement moyen en carbone 13 d'environ 30 %) montre qu'ils ont assimilé du
carbone venant de l'acétate lors de cette incubation. Au moment du prélévement de cet
¢chantillon, les valeurs de fractionnements isotopiques du méthane dans le duplicat
d'incubation réalisé¢ avec de l'acétate non marqué et l'enrichissement en carbone 13 pour
l'incubation marquée, indiquent clairement qu'un métabolisme de type hydrogénotrophe via
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une réaction d'OSA sans dilution des produits de 1'oxydation de 'acétate (CO; et Hy) dans les
carbonates avant 'étape de méthanogenese se produit. Ainsi, l'enrichissement des micro-
organismes de la famille Methanosarcinaceae semble confirmer leur participation a cette
réaction. Une des hypotheses envisagées précédemment est que les membres de cette famille
puissent réaliser seuls les deux étapes de 'OSA (oxydation de l'acétate et méthanogencse
hydrogénotrophe). Ceci est tout a fait envisageable puisque cette famille d'archées est connue
pour étre capable de réaliser la méthanogenese hydrogénotrophe et qu'il a été¢ récemment mis
en évidence que certains membres de cette famille étaient potentiellement capables de réaliser
I'oxydation de l'acétate (Rother et Metcalf 2004) puisqu'ils sont équipés du méme systeme
enzymatique que celui utilisé par les bactéries acétotrophes (cycle de Wood/Ljungdahl (sens
inverse), Figure 23). Sur l'image D de la Figure 109, le fait que des spots enrichis a 45-50 %
en carbone 13 correspondant & des micro-organismes de morphologie différente soient
observés (localisés par les fleches sur la Figure 109, D) semble en désaccord avec cette
hypothéese car cela met en évidence que des micro-organismes autres que des membres de la
famille Methanosarcinaceae sont impliqués dans le processus biogéochimique en cours. Les
formes de ces micro-organismes laissent penser qu'il pourrait s'agir de bactéries. Cependant, il
est impossible de Il'affirmer avec certitude car 1'hybridation spécifique des bactéries
(utilisation de la sonde bromée EUB) ne semble pas avoir fonctionnée correctement car aucun
signal enrichi en brome pouvant correspondre a des micro-organismes n'a été observé. L'autre
hypothese envisageable selon laquelle ces zones enrichies a 45-50 % pourraient correspondre
a des archées de type Methanoculleus (dont la présence dans ces incubations a été mise en
évidence par clonage/séquencage et par FISH) semble quant a elle peu probable car ces
archées se présentent sous forme de coques irrégulicres.

En admettant que ces micro-organismes sont les bactéries impliquées dans la réaction
d'OSA, elles apparaissent tre présentes en trés faibles proportions par rapport aux archées de
la famille Methanosarcinaceae. Or ces proportions semblent insuffisantes pour pouvoir
assurer le bon fonctionnement d'une telle réaction syntrophique. Afin de vérifier qu'un tel
déséquilibre entre la présence des Methanosarcinaceae et de ces supposées bactéries était
retrouvé au sein de l'ensemble de 1'échantillon, une seconde image (NanoSIMS n°2 (point
2/2), Figure 110) de I'incubation I1-2 au méme jour (jour 86) a été réalisée.

NanoSIMS n°2, (incubation 11-2) Point 2/2
(A)-S (B) - CN

Figure 110 : Images NanoSIMS de l'incubation I1-2 (NanoSIMS n°2, jour 86, point 2/2).
Soufre (A), CN (B) et % de carbone 13 (C).

Cette deuxieme analyse NanoSIMS confirme les résultats déja obtenus (observation de
membres de la famille Methanosarcinaceae enrichi a environ 30 % et de supposées bactéries
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enrichies entre 45 et 50 %). Le nombre de "bactéries" enrichies a 45-50 % observé est a
nouveau tres faible (localisées par les fleches sur la Figure 110, C) ce qui semble conforter
I'hypothése d'une implication des membres de la famille Methanosarcinaceae dans I'étape
d'oxydation de l'acétate.

L'analyse de l'échantillon prélevé lors de cette méme incubation I1-2 au jour 99
(NanoSIMS n°3), soit au moment ou environ 60 % du méthane a été produit, est intéressante
car a cette période le méthane produit s'enrichit jusqu'a atteindre 60 % de carbone 13. Une
participation de la méthanogenese acétoclaste est une des hypotheses envisagées pour
expliquer le fait que l'enrichissement en carbone 13 du méthane dépasse 50 %. L'analyse
NanoSIMS pourrait peut-étre apporter des informations complémentaires permettant de
confirmer cette hypoth¢se si I'enrichissement des Methanosarcinaceae se révele étre différent
en fonction du métabolisme utilisé. Les images obtenues lors de l'analyse NanoSIMS n°3 sont
présentées en Figure 111.

NanoSIMS n°3, (incubation 11-2)
(A) -8 (B) - CN (©)- % 13¢

Figure 111 : Images NanoSIMS de I'incubation I1-2 (NanoSIMS n°3, jour 99).
Soufre (A), CN (B) et % de carbone 13 (C).

L'enrichissement des Methanosarcinaceae se révele proche de celui déja mesuré au
cours de cette incubation au jour 86 (NanoSIMS n°2 (point 1 & 2)), mais est toutefois
légerement plus faible (environ 25 %). De méme, quelques spots enrichis entre 45 et 50 %
sont également retrouvés. De plus, sur cette image, les supposées bactéries ne sont pas
spécialement proches des spots d'enrichissement correspondant aux Methanosarcinaceae, ce
qui est confirmé par les résultats de 1'arrangement spatial des micro-organismes (cf. résultats
sur l'arrangement spatial des micro-organismes, Chapitre 4, § 3.2.3.2 Arrangement spatial des
micro-organismes). A priori, aucune différence remarquable n'est donc observée entre ses
deux points d'analyse lors de cette incubation. Afin de vérifier si I'enrichissement aurait bel et
bien di étre différent si une méthanogenese acétoclaste s'était mise en place progressivement
entre les jours 86 et 99, des mesures de l'enrichissement en >C des Methanosarcinaceae ont
été réalisées sur un échantillon de l'incubation C1-3 au cours de laquelle le méthane est
clairement produit par méthanogenése acétoclaste. L'enrichissement des membres des familles
Methanosaetaceae et Methanosarcinaceae lors de la production de méthane par
méthanogenese acétoclaste a ainsi pu €tre mesuré. Les images obtenues (NanoSIMS n°l,
correspondant au jour 12 de l'incubation C1-3, soit a environ 80 % de la production mesurée
de méthane pour cette incubation) sont présentées en Figure 112.
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NanoSIMS n°l1, (incubation C1-3)
(B) - CN

.

Figure 112 : Images NanoSIMS de l'incubation C1-3 (NanoSIMS n°l, jour 12).
Soufre (A), CN (B), Iode (C) et % de carbone 13 (D).

Sur 1'image D de la Figure 112, un cluster (cluster au centre le plus a gauche, marqué
par une fleche blanche) est clairement identifié¢ par le signal d'iode (image C de la Figure 112)
comme étant compos€¢ de membres de la famille Methanosarcinaceae. L'enrichissement
mesuré est d'environ 28 % et est donc proche de celui mesuré lors de analyses NanoSIMS n°2
et n°3 dans l'incubation I1-2 lorsqu'une réaction d'OSA se produit. Ainsi, les analyses
NanoSIMS ne permettent a priori pas de différencier le métabolisme utilisé par les membres
de la famille Methanosarcinaceae lors de la production de méthane. Le fait que des
enrichissements en carbone 13 proches aient été observés aux jours 86 et 99 dans l'incubation
I1-2 ne permet donc pas d'exclure quune méthanogenése de type acétoclaste puisse s'étre
mise en place progressivement et puisse expliquer qu'un enrichissement supérieur a 50 % en
carbone 13 du méthane soit observé au jour 99.

Un pourcentage de carbone 13 de 21 % en moyenne a été mesuré pour les membres de

la famille Methanosaetaceae facilement identifiables sur I'image D de la Figure 112 grace a
leur forme de long batonnet.
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Afin d'essayer d'expliquer le fait que les valeurs d'enrichissement en carbone 13
mesurées pour les différentes archées lors de cette étude sont inférieures a celle du substrat
utilisé, nous nous sommes intéressés aux voies anaboliques décrites chez les archées. Les
données disponibles dans la bibliographie sur l'assimilation de l'acétate par les archées
méthanogeénes indiquent que deux voies principales d'assimilation peuvent étre utilisées
(Shieh et Whitman 1987; Blaut 1994) pour la synthése des acides aminés. Ces deux voies
utilisent le cycle incomplet des acides tricarboxyliques pour former l'alpha-cétoglutarate (ou
2-Oxoglutarate) qui peut notamment ensuite servir de précurseur pour la formation des acides
aminés de la famille des glutamates (Blaut 1994). L'utilisation de la premicre voie qui utilise
ce cycle dans le sens réductif a été mise en évidence pour Methanobacterium
thermoautotrophicum et Methanococcus maripaludis (Shieh et Whitman 1987; Blaut 1994).
Cette voie est présentée en détail en Figure 113. Le recours a la seconde voie qui utilise ce
méme cycle mais dans le sens oxydatif a été mis en évidence pour Methanosarcina barkeri
(Kenealy et Zeikus 1982; Blaut 1994). Cette derniere serait également utilisée par
Methanosaetacea concilii (Simpson et Whitman 1993; Blaut 1994). Cette voie est présentée
en détail en Figure 114. L'oxaloacetate est quant a lui le précurseur des acides aminés de la
famille des aspartates.

La Figure 113 et la Figure 114 permettent de suivre le devenir de chacun des atomes de
carbone impliqué dans chaque cycle incomplet des acides tricarboxyliques (réductif et
oxydatif) grace a un code couleur. Ensuite, en considérant que seuls les atomes de carbone du
groupement méthyle de 1’acétate et donc de 1’acétyl-CoA sont enrichis, il est possible de
calculer ’enrichissement théorique de 1’alpha-cétoglutarate et de 1'oxaloacétate qui sont des
précurseurs des acides aminés et sont donc assimilés par les micro-organismes. Ainsi,
I’utilisation du cycle incomplet des acides tricarboxyliques a partir de molécules d’acétate
enrichies a 100 % en carbone 13 sur le groupement méthyle conduit a la formation de
molécules contenant :

- dans le cas du cycle réductif lors de la formation de l'alpha-cétoglutarate, un seul
atome de carbone est enrichi sur cing. L’enrichissement théorique de I'alpha-
cétoglutarate est donc de 20 %.

- dans le cas du cycle oxydatif lors de la formation de 1'alpha-cétoglutarate, deux atomes
de carbone sont enrichis sur cing. L’enrichissement théorique de l'alpha-cétoglutarate
est donc de 40 %.

- lors de la formation de 1'oxaloacétate, un seul atome de carbone est enrichi sur quatre.
L’enrichissement théorique de 1'oxaloacétate est donc de 25 %.

D'aprés les données bibliographiques, il apparait que les Methanosarcinaceae
utiliseraient le cycle incomplet des TCA (acides tricarboxyliques) dans le sens oxydatif
(Kenealy et Zeikus 1982; Blaut 1994) puisque cette voie d'assimilation a été mise en évidence
a la fois pour Methanosarcina barkeri et mazei. Cette méme voie pourrait €tre utilisée par les
Methanosaetaceae puisqu'elle a été mise en évidence pour Methanosaeta concilii (Ekiel,
Sprott et al. 1985). Ces deux familles de méthanogénes devraient donc former, dans nos
conditions expérimentales des acides aminés de la famille du glutamate enrichis a 40 % et de
la famille de l'aspartate enrichis a 25 %. Les archées des familles utilisant le cycle dans sa
partie réductrice produisent eux des acides aminés de la famille du glutamate enrichis a 20 %.
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D'un point de vue plus général, il apparait donc clairement que lors de la biosynthése
des acides aminés, une incorporation de carbone ne provenant pas de l'acétate se produit et
entraine ainsi une dilution du carbone du groupement méthyle au sein des acides aminés et
donc des protéines. Il est donc normal que l'enrichissement des micro-organismes soit
inférieur a celui du substrat.

I1 est d'autre part intéressant de remarquer que les différents acides aminés ne présentent
pas les mémes enrichissements, comme l'illustre le cas des acides aminés de la famille des
glutamates et aspartates pris en exemple. De plus, les autres constituants cellulaires tels que
les lipides et polysaccharides, pour ne citer qu'eux, sont produits selon d'autres cycles
biosynthétiques pouvant conduire a des enrichissements spécifiques.

Ceci montre qu'il semble assez délicat pour les micro-organismes €tudiés dans le cadre
de ce travail de relier directement 1'enrichissement isotopique d'un micro-organisme avec sa
fonction car les mécanismes d’assimilations sont multiples et complexes. Des mesures
similaires lors d'incubations de cultures pures de bactéries sur du glucose réalisées dans le
cadre d'un travail précédent afin de valider 1'utilisation de la technique SIMSHIS (Li, Wu et
al. 2008) avait conduit a I'obtention d'enrichissements isotopiques de la biomasse identiques a
celui du substrat. Ainsi, le cas particulierement complexe étudié ici ne doit pas laisser penser
qu'il est dans tous les cas illusoire d'essayer de relier le niveau d'enrichissement isotopique des
micro-organismes avec leur fonction mais inciter a la plus grande prudence dans les
interprétations.

Enfin, les résultats "NanoSIMS n°4" obtenus pour l'incubation I3-2 au jour 77, soit a
environ 60 % de la production de méthane mesurée dans l'incubation I3-2 sont présentés en
Figure 115.

NanoSIMS n°4, (incubation 13-2)

(A)-S ®B) - CN () - 2% 13¢

30

15

=]

Figure 115 : Images NanoSIMS de l'incubation I13-2 (NanoSIMS n°4, jour 77).
Soufre (A), CN (B) et % de carbone 13 (C).

Ces images mettent en évidence la présence de micro-organismes enrichis en carbone

13. Deux niveaux d’enrichissement distincts sont ainsi mesurés : 19 % et 12 % (cf. Figure
116).
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Figure 116 : Agrandissement de I'image %"’ C NanoSIMS de I'incubation 13-2 (NanoSIMS n°4, jour 77).

Malheureusement, les hybridations réalisées avec la sonde iodée MG1200b et la sonde
Bromée EUB n’ont pas fonctionné. Il est donc impossible d’identifier de manicre certaine les
différents micro-organismes présents. Cependant, les formes des micro-organismes enrichis a
19 % semblent correspondre a celles de bactéries alors que les formes des micro-organismes
enrichis a 12 % pourraient correspondre a celles des Methanoculleus. 11 serait intéressant de
reproduire cette analyse en modifiant les conditions d'hybridation afin de confirmer ces
hypotheses.

3.2.3.4. Analyses métaprotéomiques

Les résultats présentés précédemment n'ayant pas permis de mettre en évidence
formellement que des archées du genre Methanosarcina réalisaient a la fois l'oxydation de
l'acétate et la méthanogenese hydrogénotrophe dans les incubations réalisées a partir d'une
faible quantité d'inoculum, des analyses du métaprotéome exprimé au cours des incubations
C4, 11 et 13 ont été réalisées. Ce travail n'ayant pas été réalisé¢ directement dans le cadre de
cette thése mais lors d'un post doctorat (post-doctorat de Lii Fan), il ne sera pas présenté en
détail. Ces résultats apportant de nouveaux éléments en faveur de cette hypothese, il a semblé
intéressant de les mentionner.

Ainsi, dans le cas des incubations I3 les résultats montrent clairement que les enzymes
responsables de I'oxydation de 1'acétate sont synthétisées par des bactéries et que les enzymes
responsables de la méthanogeneése hydrogénotrophe le sont par des archées de l'ordre
Methanomicrobiales. Ces résultats sont en accord avec la syntrophie mise en €vidence entre
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des membres du genre Methanoculleus et des bactéries et étayés par I'ensemble des résultats
présentés précédemment.

Dans le cas de l'incubation C4, la trés grande majorité des protéines identifiées ont &té
synthétisées par des archées du genre Methanosarcina. Tres peu de protéines attribuables a
des bactéries ont été retrouvées et en particulier aucune ne pouvant étre impliquées dans
'oxydation de l'acétate. Il faut cependant nuancer ce résultat car l'identification des spectres
de masse a été réalisée a partir de bases de données publiques non redondantes (Uniprot),
donc en l'absence de référence métagénomique spécifique a notre échantillon. Il est donc
possible que des protéines bactériennes, présentes dans 1'échantillon mais non répertoriées
dans les banques de données publiques, n'aient pas été identifiées. Parmi les enzymes
synthétisées par des membres du genre Methanosarcina certaines répertoriées comme actives
lors de la méthanogenese acétoclaste ont ét€é retrouvées. Ces enzymes pourraient
potentiellement étre communes a 'oxydation de 'acétate et a la méthanogenése acétoclaste.
D'autre part, les enzymes impliquées dans la méthanogenése hydrogénotrophe synthétisées
par des membres du genre Methanosarcina ont été retrouvées. D'autres archées semblent étre
¢galement impliquées dans cette réaction. Il pourrait s'agir de membres du genre
Methanoculleus puisque quelques protéines pouvant leur étre attribuées ont été mises en
évidence.

Dans le cas de l'incubation I1, dont le comportement est trés proche de celui de
l'incubation C4, le métaprotéome exprimé est également similaire. La seule différence notable
concerne la mise en évidence en tres faible quantité d'enzymes d'origine bactérienne
impliquées dans l'oxydation de I'acétate. Ceci pourrait expliquer pourquoi quelques bactéries
enrichies ont été mises en €vidence lors des analyses NanoSIMS pour cet échantillon.

Ainsi si ces résultats ne permettent pas d'affirmer sans réserve que des archées du genre
Methanosarcina réalisent a elles seules l'oxydation syntrophique de l'acétate dans les
incubations a basse quantité d'inoculum, ils permettent toutefois d'apporter des ¢léments allant
plutdt dans le sens de cette hypothese.

3.2.3.5. Effet de la quantité initiale d'inoculum sur la production de méthane

Des différences de cinétiques de production de méthane et de temps de latence sont
observées entre les différentes incubations (Figure 98, A). Il apparait ainsi que, plus la
quantit¢ d'inoculum apportée en début d'incubation est importante, plus la production de
méthane débute tot (82, 63 et 58 jours pour I1, I2 et I3 respectivement, Tableau 41).
Cependant, la période de latence reste, dans les trois cas de figure, relativement importante.
Ainsi, une augmentation par 10 de la quantité d'inoculum ne permet pas a elle seule de réduire
de fagon drastique le temps de latence. En ce qui concerne la vitesse de production maximale
de méthane, il est intéressant de remarquer que méme si les différences sont relativement
faibles, c'est dans celles dans lesquelles la quantité la plus faible d'inoculum a été introduite
(I11) que cette derniére est la plus élevée (14,42, 8,69 et 11,27 mL de CH,.g™' d'acétate par jour
pour I1, 12 et I3 respectivement, Tableau 41). Les différences de vitesse maximale de
production de méthane entre 12 et I3 peuvent a priori s'expliquer uniquement par la quantité
plus importante d'inoculum introduit dans I3, car les populations d'archées ainsi que les voies
métaboliques utilisées apparaissent étre similaires au sein de ces deux incubations (analyses
ARISA et isotopiques). L'obtention d'une vitesse de production maximale plus élevée au sein
de l'incubation I1 apparait par contre incohérente avec le fait qu'une quantité plus faible
d'inoculum y soit introduite. Il est probable que la mise en place de métabolismes et de
populations de micro-organismes distincts de ceux observés aux deux plus fortes
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concentrations en inoculum, puisse expliquer ce résultat. Seule la quantité d'inoculum
introduite peut étre a l'origine de ces différences entre incubation car c'est le seul parametre
qui différe entre elles. Ainsi, l'introduction d'effectifs différents de chaque type de micro-
organismes en fonction de la quantité d’inoculum, pourrait étre le facteur qui a influencé la
mise en place de la réaction d’OSA Methanoculleus/bactéries dans nos incubations des séries
12 et I3. 1l est possible que la mise en place de cette relation syntrophique nécessite un effectif
minimum d'individu de chaque espéce. Dans le cas ou cette syntrophie ne se met pas en place,
des membres de la famille Methanosarcinaceae, qui semblent réaliser seuls la réaction d'OSA
d'apres nos résultats, se développeraient alors pour réaliser cette réaction. Ainsi, dans nos
conditions expérimentales, il est envisageable que les effectifs introduits avec la quantité la
plus faible d'inoculum ne permettent pas aux couples "Methanoculleus/bactéries oxydant
l'acétate" de développer une relation symbiotique. L'augmentation de la quantité¢ d'inoculum
rendrait par contre possible 1'établissement d'une telle symbiose.

3.2.4. Conclusion

Ces expériences ont permis de confirmer quune réaction d’OSA, lors de la
méthanisation de 1’acétate a haute concentration en azote ammoniacal, se mettait en place. De
méme que lors des expériences avec un inoculum préalablement adapté a dégrader 1’acétate
par voie acétoclaste réalisées précédemment, des temps de latence importants ont pu étre
observés a partir d'un inoculum non adapté et cela, quelque soit la quantité d'inoculum testée.
Un 1éger raccourcissement des temps de latence est cependant constaté lorsqu’une quantité
plus importante d'inoculum est introduite en début d'expérience. Cette absence d'effet
significatif sur les temps de latence de la quantité d'inoculum introduite pourrait s'expliquer
par le fait que les quantités introduites n'étaient pas drastiquement différentes (méme ordre de
grandeur). Cependant, ces différences ont entrainé la mise en place de réactions d'OSA
différentes. En effet, a basse concentration d’inoculum, cette réaction semble s’opérer sans
dilution des produits de I’oxydation de 1’acétate avant leur consommation par réaction de
méthanogenese hydrogénotrophe et semble étre réalisée par des membres de la famille
Methanosarcinaceae. Lorsqu'une quantit¢ d'inoculum plus importante est introduite, le
mécanisme d’OSA est différent et correspond au mécanisme déja décrit dans la bibliographie.
Ce mécanisme nécessite la mise en place d'une relation syntrophique entre une archée
hydrogénotrophe (Methanoculleus lors de nos expériences) qui consomme 'hydrogéne libéré
préalablement par une bactérie qui elle, réalise I'étape d'oxydation de l'acétate. Cette réaction
se différencie de la premiére notamment car les molécules de dioxyde de carbone libérées lors
de l'oxydation de l'acétate sont mélangées avec celui du milieu environnant avant leur
consommation lors de 1'étape de méthanogeneése.

Afin, d'approfondir nos connaissances sur la réaction d'OSA, des analyses
complémentaires (étude de l'arrangement spatiale, NanoSIMS, métaprotéomiques) ont été
réalis€es afin de mieux appréhender notamment le rdle des membres de la famille
Methanosarcinaceae dans 'OSA. En effet, a notre connaissance c'est la premiere fois qu'il est
observé expérimentalement dans un écosystéme complexe. La versatilité métabolique des
membres de la famille Methanosarcinaceae qui les rend capables de réaliser les réactions de
méthanogenese acétoclaste, hydrogénotrophe, méthylotrophe et d'oxydation de l'acétate fait
que l'hypothése selon laquelle ces archées pourraient réaliser seules les deux réactions
composant I'OSA est plausible mais également particulierement difficile a mettre en évidence
de fagon formelle. L'étude de l'arrangement spatial des Methanosarcinaceae et des bactéries
ne met pas en évidence une attirance (nécessaire a la réaction d'OSA) aussi forte que celle
observée dans le cas de figure classique entre Methanoculleus/bactéries. Les analyses
NanoSIMS ont permis de confirmer I'implication de membres de la famille
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Methanosarcinaceae dans 'OSA, sans pouvoir totalement mettre en évidence qu'ils réalisent
les deux réactions. Cependant, l'absence d'autres micro-organismes en nombre important
présentant un enrichissement isotopique non naturel irait plutét dans ce sens. Enfin, la
comparaison des métaprotéomes exprimés lors des différentes incubations montre qu'alors
que dans les incubations dans lesquelles la plus importante quantité¢ d'inoculum a été
introduite, 'oxydation de 'acétate a été réalisée par des bactéries. Dans le cas ou une quantité
plus faible a été utilisée, cette méme implication des bactéries n'est pas mise en évidence.

Si ces résultats complémentaires ne permettent pas de prouver formellement que des
membres de la famille Methanosarcinaceae réalisent seuls '0SA, ils apportent des éléments
allant clairement dans le sens de cette hypothese.

4. Application aux procédés anaérobies de traitements des
déchets non dangereux

L’ensemble des résultats obtenus dans les parties précédentes lors d'incubation d'acétate,
a permis de mettre en évidence que la concentration en azote ammoniacal jouait un role
majeur dans l'orientation des voies métaboliques lors de 1’étape de méthanogenese. 1l s'avere
ainsi nécessaire de mieux appréhender l'effet de ce parametre opérationnel dans le but
d’optimiser les procédés de digestion anaérobie des DND se produisant dans les ISDND
bioactives et les méthaniseurs. Ainsi, dans cette partie, sont présentées des expériences visant
a explorer 1’effet de la concentration en azote ammoniacal sur la dégradation anaérobie des
déchets lors de leur traitement par ces deux types de procédés. La premicre expérience
présentée dans cette partie a pour objectif d'étudier l'influence de la recirculation de
différentes qualités d'effluents (contenant notamment des concentrations en azote ammoniacal
différentes) lors d'essais en colonnes de percolation simulant la dégradation des déchets en
ISDND bioactive. Dans une seconde partie, sont présentés les résultats obtenus lors d'essais
réalisés afin d'étudier le role que pourrait jouer la concentration en azote ammoniacal sur la
production de méthane lors de la codigestion biodéchets/déchets verts en méthaniseur.

4.1. Influence de la recirculation en ISDND bioactives de différentes
qualités d'effluents sur la dégradation des déchets non dangereux

4.1.1. Introduction

Dans les installations de stockage de déchets non dangereux bioactives, les quantités de
lixiviats générées et pouvant alimenter les systémes de recirculation sont généralement
insuffisantes pour atteindre, au sein du massif de déchets, un taux d'humidité permettant
d'accélérer significativement la dégradation des déchets et les cinétiques de production de
biogaz. L'utilisation d'autres effluents liquides pourrait étre une solution a ce manque de
lixiviat. L'objectif de cette expérience était ainsi de comparer l'effet de la recirculation de
différentes qualités d'effluent sur la dégradation des déchets ménagers. Trois effluents ont été
sélectionnés lors d’une étude préalable réalisée en microcosme a partir d'une quinzaine
d'effluents différents. Les effluents ayant été retenus sont (i) un lixiviat d’ISDND car c'est
l'effluent généralement recirculé en ISDND, (ii) une boue digérée de station d’épuration car
elle apporte une flore méthanogeéne active, (iii) un lixiviat de plateforme de compostage de
déchets verts car un effet favorisant la dégradation de la matiere organique difficilement
biodégradable semble avoir été mis en évidence lors des essais préliminaires en microcosme.
Le choix de ces effluents a également été guidé par le fait qu'ils présentent des concentrations
en azote ammoniacal tres différentes permettant ainsi d'étudier I'effet de ce dernier lors de la
digestion anaérobie des DND. Lors de ces expériences, réalisées sur cinq kilogrammes de
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DND reconstitués placés en colonnes de percolation simulant le mode de gestion d'une
ISDND bioréacteur (cf. Chapitre 3, § 5 Les colonnes de percolation ou mésocosmes), en plus
du suivi de la production de biogaz et de la qualité du lixiviat, la composition isotopique du
méthane et du dioxyde de carbone a été mesurée afin d'identifier les voies métaboliques
méthanogenes. Au moment de la rédaction de ce manuscrit, les expériences n'étaient pas
totalement terminées. Cependant, nous verrons que l'analyse des résultats montre que celles-ci
touchaient a leur fin et que les résultats obtenus peuvent tout de méme, étre exploités avec
confiance, avec quelques réserves cependant.

4.1.2. Résultats expérimentaux obtenus.

4.1.2.1. Caractérisation et évolution des effluents utilisés lors de leur stockage avant
injection dans les pilotes

L'objet de cette expérience étant d'étudier l'effet de la recirculation de différentes
qualités d'effluents, nous nous sommes tout d'abord intéressés aux caractéristiques physico-
chimiques des effluents réinjectés dans les différents pilotes et avons réalisé un suivi dans le
temps de ces derniers lors de leur stockage. Le stock n°l correspond au premier stock
conservé a 4°C et utilisé pour les injections pendant les 475 premiers jours environ. Le stock
n°2 correspond au stock prélevé suite a I'épuisement du premier et toujours utilisé pour les
réinjections au moment de la rédaction de ce manuscrit.

4.1.2.1.1. pH

La Figure 117 présente 1'évolution du pH des effluents pendant leur stockage. Le lixiviat
de plateforme de compostage de déchets verts (Lix-PCDV) et la boue de STEP (Boue-STEP)
présentent un pH initial et une évolution de ce dernier relativement similaires. En effet,
initialement, pour le premier stock, le pH est de 7,5 et augmente d'environ une unité sur 475
jours. Les pH initiaux du second stock pour ces deux effluents sont légerement inférieurs a
ceux du premier, 7,1 pour le lixiviat de PCDV et 7,35 pour la boue de STEP. Le pH du
lixiviat d'ISDND (Lix-ISDND) suit une évolution dans le temps similaire aux deux autres
effluents mais est toujours supérieur d'environ une unité. Ainsi, le pH est initialement de 8,1
pour le premier stock et augmente jusqu'a atteindre 9,0 apres 475 jours de stockage. Pour le
second stock, le pH est initialement de 7,9.
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Figure 117 : Evolution du pH des effluents pendant leur stockage.
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4.1.2.1.2. COD/CID

La Figure 118 présente 1'évolution des concentrations en COD et CID des effluents
pendant leur stockage.
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Figure 118 : Evolution des concentrations de COD et CID des effluents pendant leur stockage.

La concentration en COD pour le lixiviat dISDND reste relativement constante autour
de 2000 mgC.L™" alors que celle du CID enregistre une baisse de 2900 a 2600 mgC.L" au
cours du stockage du premier lot. En ce qui concerne le lixiviat de plateforme de compostage
de déchets verts, les valeurs de COD et de CID sont nettement plus faibles que celles
rencontrées dans le lixiviat dISDND (entre 15 et 100 mgC.L" pour le COD et 53 et 81
mgC.L™" pour le CID) et restent relativement constantes au cours du stockage. Enfin, les
teneurs en COD et CID dans la boue de STEP présentent des valeurs intermédiaires a celles
observées dans les deux autres effluents. On observe pour cet effluent une diminution du CID
de 1000 a 821 mgC.L" et une augmentation du COD de 276 a 480 mgC.L™" lors du stockage
du premier lot. Dans cet effluent seulement, des différences assez importantes entre les deux
stocks sont observées. En effet, le stock n°2 est moins concentré en COD d'environ 130
mgC.L" et en CID d'environ 650 mgC.L™".

4.1.2.1.3. Acides organiques

Les concentrations en acides lactique, formique, acétique, propionique et butyrique dans
les effluents sont initialement nulles ou tres proches de zéro. Aucune évolution significative
au cours du temps n'a été enregistrée et de ce fait, aucune représentation graphique n'est
présentée. Des concentrations en acide acétique de l'ordre de 50 mgC/L ont tout de méme été
enregistrées dans la boue de STEP (stock n°1) en fin de période de stockage.

4.1.2.1.4. Cations

Aucune évolution des concentrations en cations (Na', NH,", K, Mg2+ et Caz+) des
effluents lors de leur stockage au cours du temps n’a été observée. La Figure 119 représente la
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moyenne des valeurs mesurées des concentrations des cations pendant toute la période de
stockage du stock n°1 et du stock n°2.
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Figure 119 : Concentrations en cations dans les effluents.
Moyenne et écart-type sur l'ensemble de la période de stockage du stock n°l (A) et du stock n°2 (B).

Des différences importantes sont observées entre les effluents. Ainsi, le lixiviat
d'ISDND présente des concentrations nettement plus importantes en ions Na™ et K™ que les
deux autres effluents. Les concentrations en Mg et Ca®" sont quant a elles inférieures a 100
mg.L" dans I'ensemble des effluents.

Concernant I’ion ammonium, qui est le cation qui nous intéresse plus particulierement
dans le cadre de cette étude, il est a noter que c’est le cation présent aux plus fortes
concentrations dans ’ensemble des effluents. Il est particulierement retrouvé dans le lixiviat
d'ISDND (5,4 g.L"" pour le stock n°l et 3,8 g.L"! pour le stock n°2) et dans une moindre
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mesure dans la boue de station d'épuration. Enfin, dans le lixiviat de plateforme de
compostage de déchets verts, il est quasiment absent. Ainsi, une gamme de concentration en
NH," trés étendue (forte pour le lixiviat d’ISDND jusqu’a trés faible pour le lixiviat de
plateforme de compostage de déchets verts) particulierement adaptée a 1'étude de l'influence
de l'azote ammoniacal est obtenue en utilisant ces trois effluents.

4.1.2.1.5. Potentiel méthanogéne

Des tests ont été réalisés sur les effluents du stock n°l afin d'évaluer le potentiel
méthanogéne (BMP) de chaque effluent. Pour ces tests, un inoculum provenant d'un culot de
50 mL de boue de STEP centrifugée a été introduit dans des flacons a plasma contenant 100
mL de I'effluent a tester. Un témoin négatif a également ¢été réalisé afin de déterminer la
production de méthane liée a l'inoculum introduit. L'ensemble des tests a été réalisé en
duplicat.

Des potentiels méthanogeénes différents ont ét¢ mesurés pour chaque type d'effluent.
Ainsi, le lixiviat d'ISDND et le lixiviat de PCDV présente des potentiels méthanogeénes nuls
alors que celui de la boue de STEP est de 0,989 L de CHy par litre. Ces informations mettent
notamment en évidence que l'importante quantit¢ de COD mesurée dans les lixiviats
d'ISDND, correspond en fait a de la matiere organique a priori difficilement biodégradable.

4.1.2.2. Dégradation des déchets lors des essais en colonnes de percolation

200 mL de chaque effluent, caractérisé dans le paragraphe précédent, ont été injectés
hebdomadairement au sein de deux colonnes de percolation contenant 5 kg de déchets non
dangereux reconstitués (cf. Chapitre 3, § 5 Les colonnes de percolation ou mésocosmes)
pendant presque 600 jours. Ainsi, 15 litres de chaque effluent ont été injectés au sein de
chaque pilote et un volume d'environ 15 litres de lixiviat a été prélevé en sortie de colonne.

Les résultats issus du suivi de ces expériences sont présentés dans la suite de ce
paragraphe.

4.1.2.2.1. Suivi de la production et de la composition du biogaz

Sur la Figure 120, sont représentées les productions cumulées mesurées de biogaz (A),
de CH4 (B) et de CO; (C) au cours des 600 premiers jours, dans les pilotes ayant recu le
lixiviat d'installation de stockage de déchets non dangereux (Lix-ISDND 1 et 2), la boue
digérée de station d'épuration (Boue-STEP 1 et 2) et le lixiviat de plateforme de compostage
de déchets verts (Lix-PCDV 1 et 2).

La bonne reproductibilité en terme de production de biogaz observée entre les pilotes
ayant regu les mémes effluents durant les 200 premiers jours et notamment au moment du
démarrage de la méthanogenése (cf. écart-types faibles sur la courbe moyenne de production
de biogaz de chaque duplicat, Figure 120, A), montre que le systeme expérimental développé
spécifiquement dans le cadre de ce travail est robuste et qu'il est possible d'interpréter les
différences observées entre les pilotes ayant recu des effluents différents avec confiance. Le
fait que les écart-types augmentent ensuite, traduit de légéres différences de cinétiques
notamment pour les deux pilotes ayant regu le lixiviat d'ISDND.
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Figure 120 : Productions cumulées de biogaz (A), de CH, (B) et de CO, (C) dans les pilotes.
(Les courbes représentent la moyenne de chaque duplicat de colonnes
les barres d'erreurs représentent les écart-types).
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On constate tout d'abord une premiere production d'une vingtaine de litres de biogaz par
kilogramme de maticre seche, essentiellement composé de dioxyde de carbone durant les dix
premiers jours dans les pilotes quelque soit I'effluent injecté. Des comportements tres
différents sont ensuite observés en fonction de la nature de 1'effluent utilis€. Ainsi, alors que,
dans les pilotes recevant le lixiviat d'installation de stockage de déchets non dangereux et le
lixiviat de plateforme de compostage de déchets verts, la production de biogaz stagne, dans
ceux ayant regu la boue de station d'épuration, une production de biogaz significative continue
a étre enregistrée. Cette production s'explique par le démarrage rapide de la production de
méthane dans les pilotes ayant regu la boue de station d'épuration, alors que dans les autres
pilotes, on observe un démarrage de la méthanogenése plus tardif (Figure 120, B). En effet, la
production de méthane ne démarre qu'apres environ 90 jours dans les pilotes ayant regu les
lixiviats de plateforme de compostage de déchets verts et aprés environ 200 jours dans ceux
dans lesquels du lixiviat d'ISDND est introduit.

La caractérisation des courbes de production de méthane cumulée grace a I'équation de
Gompertz modifiée permet de déterminer le temps de latence (L), la vitesse de production
maximale de méthane (Rm) et la production cumulée totale de méthane (P) (Tableau 43).

Tableau 43 : Paramétres de Gompertz. (A = latence ; Rm = taux de production maximum de méthane ; P=
production cumulée de méthane en fin d'expérience).

Incubations P Rm A
(L de CH, kg de MS) (L de CH,.kg" de MS jour") (jours)
Lix-ISDND 54,67 £+ 5,08 0,25 + 0,05 21455 £ 29,19
Boue-STEP 64,33 £+ 1,48 0,20 + 0,03 57,60 £ 577
Lix-PCDV 64,52 + 322 023 + 0,02 93,66 £ 22,65

Ces résultats confirment que des temps de latence (1) tres différents sont observés en
fonction de l'effluent recirculé. La méthanogenese démarre ainsi beaucoup plus rapidement
avec la boue de station d'épuration (a partir du jour 57,6). Il est également intéressant de
comparer les valeurs maximales de production de méthane (Rm). En effet, il apparait que la
vitesse la plus rapide est obtenue pour les pilotes Lix-ISDND avec 0,25 L de CH, kg™ de MS
jour™ contre 0,23 et 0, 20 L de CHy kg™ de MS jour” pour les pilotes Lix-PCDV et Boue-
STEP respectivement. En ce qui concerne les productions cumulées totales de méthane, elles
sont significativement plus faibles pour les pilotes Lix-ISDND et globalement identiques pour
les pilotes Boue-STEP et Lix PCDV. Cependant, les expériences n'étant pas encore tout-a-fait
terminées, il est probable que celles-ci puissent évoluer encore Iégérement.

L'analyse de I'évolution de la composition du biogaz, notamment en dioxyde de carbone
et méthane (Figure 121), permet de confirmer la mise en place rapide de la méthanogenese
dans les pilotes dans lesquels de la boue de station d'épuration a été introduite, puisque le
pourcentage de méthane dans le ciel gazeux commence a augmenter des le démarrage des
expériences pour se stabiliser a une valeur de 50 % au bout de cent jours. Ensuite, il augmente
progressivement jusqu'a se stabiliser vers 60 % en fin d'expérience. Dans le cas des
expériences avec le lixiviat de compostage de déchets verts, du méthane commence a étre
produit des le vingtieme jour. La proportion de méthane dans le biogaz produit augmente
ensuite pour se stabiliser autour de 55-60 % apres environ 125 jours. Enfin, dans le cas des
pilotes recevant des lixiviats d'ISDND, I'augmentation du pourcentage de méthane a €t¢ tres
lente jusqu'au 150°™ jour. Une accélération de l'augmentation du pourcentage de méthane
dans le biogaz est ensuite observée et conduit a la stabilisation de ce dernier autour de 55-60
% a partir du jour 280 environ.
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Figure 121 : Evolutions des teneurs en CO, (A) et CH, (B) dans le biogaz produit dans les pilotes.
(Les courbes représentent la moyenne de chaque duplicat de colonnes,
les barres d'erreurs représentent les écart-types).

L'évolution de la teneur en oxygeéne dans l'ensemble des colonnes montre une
disparition rapide des le jour 4. En ce qui concerne la présence de dihydrogeéne, des teneurs
comprises entre 14 et 18 % de la composition du biogaz ont ét¢ mesurées au jour 4 pour
'ensemble des colonnes. Cependant, il disparait trés rapidement pour ne plus étre mesuré des
le jour 10 (données non présentées).

4.1.2.2.2. Suivi des paramétres physico-chimiques des lixiviats des colonnes

e pH

Les évolutions du pH sont similaires entre les pilotes pendant les 100 premiers jours. Le
pH chute pendant les 10 premiers jours pour atteindre sa valeur minimale de 5. Ensuite, le pH
opere une lente remontée, identique dans les six pilotes, pour atteindre 5,5 au jour 100.
L'évolution est alors différente pour les pilotes recevant le lixiviat de PCDV car le pH
remonte plus rapidement vers une valeur de 7 atteinte au jour 150, alors que pour les autres
pilotes, le pH augmente lentement pour atteindre des valeurs comprises entre 6 et 6,5 au jour
200. Les valeurs mesurées avec les sondes pH en fond de colonnes deviennent ensuite
difficilement exploitables du fait d'une dérive des sondes. Afin de pallier aux problemes de
mesures en continu par les sondes, des mesures de pH manuelles ont ensuite été réalisées,
dans les lixiviats prélevés chaque semaine, depuis le jour 400. Entre le jour 400 et les
dernieres mesures, le pH des lixiviat en fond de colonnes recevant le lixiviat d'ISDND et la
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boue de STEP a augmenté lentement de 7,3 a 7,5 environ, alors que celui des colonnes
recevant le lixiviat de PCDV subit au contraire une légére diminution passant de 6,7 a 6,4.

e Potentiel d'oxydo-réduction

Les mesures de potentiel d'oxydo-réduction réalisées en continu grice a la sonde située
en fond de colonne, permettent d'observer une rapide chute du potentiel d'oxydo-réduction
dans les dix premiers jours d'incubation pour atteindre -400 a -600 mV. Malheureusement, les
opérations de prélevement réalisées chaque semaine ont entrainé des variations des potentiels
d'oxydo-réduction (remontée des valeurs probablement due a une légeére entrée d'oxygene
dans la partie basse du robinet ou se trouve la sonde). Du fait de ce probleéme, les valeurs de
potentiel ne sont pas exploitables et ne seront pas présentées plus en détails.

e COD/CID
L'évolution des concentrations de carbone organique et inorganique total dans les
lixiviats prélevés en sortie de pilotes (moyenne des duplicats) est présentée sur la Figure 122.
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Figure 122 : Evolutions des concentrations en COD (A) et CID (B) dans les lixiviats collectés en sortie des
colonnes.
(Les courbes représentent la moyenne pour chaque duplicat de colonnes).
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Jusqu'au jour 30, la concentration en carbone organique dissous augmente trés
rapidement et de fagon similaire dans l'ensemble des colonnes jusqu'a atteindre une valeur de
10 gC.L"". A partir de ce jour, les courbes vont se différencier en fonction du type d'effluent
ayant été recirculé. Pour les colonnes "Lix-ISDND", la concentration en COD continue a
augmenter avant de se stabiliser pendant une centaine de jours, a partir du jour 75, a une
valeur d'environ 15 gC.L™". Ensuite, la diminution progressive du COD a conduit & une
stabilisation du COD autour de 3,3 gC.L™ au jour 350. Depuis ce jour, elle diminue trés
lentement et est, au jour 575 de 2,56 gC.L". Il est & noter que cette valeur est proche de la
concentration en COD présente dans le lixiviat dTSDND injecté (2000 mgC.L™). Le carbone
organique présent dans le lixiviat et injecté dans les pilotes semble ainsi réfractaire a la
digestion anaérobie, comme le confirment les résultats des tests BMP réalisés sur les
effluents. Ce résultat est également en accord avec le fait que le lixiviat injecté est un lixiviat
prélevé dans un casier en phase de méthanogenese stable, généralement riche en MO
difficilement dégradable (DCO dure). Pour les colonnes "Boue-STEP", la concentration en
COD continue a augmenter entre les jours 30 et 110, jour a partir duquel elle se stabilise
pendant environ 40 jours & des valeurs proches de 20 gC.L™". Ensuite, & partir du jour 150, la
diminution progressive du COD va conduire a une stabilisation de ce dernier 4 0,8 gC.L™" au
jour 380. Depuis ce jour, elle diminue trés lentement et est, au jour 575 de 0,48 gC.L™". Enfin,
pour les colonnes "Lix-PCDV", a partir du jour 30, la concentration en COD augmente plus
lentement que dans les autres pilotes pour atteindre sa valeur maximale de 12,5 gC.L™" au jour
75. Ensuite, une chute rapide de la concentration en COD est enregistrée, suivie d'une
diminution plus lente qui va conduire a une stabilisation du COD a des valeurs inférieures a
0,25 gC.L™" a partir du jour 280.

La concentration en carbone inorganique dissous reste stable a 150 mgC.L" jusqu'au
jour 50 pour les colonnes "Lix-PCDV". Ensuite, la concentration augmente lentement jusque
environ 820 mgC.L" et y demeure pendant 150 jours. Au jour 280, la concentration de CID
dans ces pilotes diminue rapidement pour se stabiliser & 300 mgC.L™". I est intéressant de
remarquer que 1'augmentation du CID se produit de fagon concomitante avec la diminution de
la concentration en COD. L'augmentation du CID pourrait ainsi étre expliquée par la
dissolution sous forme de carbonate du CO, produit lors de la méthanogenese. Dans les autres
pilotes, la concentration en carbone inorganique dissous reste stable a 150 mgC.L™" jusqu'au
jour 234 pour les colonnes "Lix-ISDND" et 279 pour les colonnes "Boue-STEP". Dans les
pilotes "Lix-ISDND", le CID augmente ensuite rapidement pour atteindre la valeur de 2,0
C.L"" au jour 340. Une augmentation plus lente conduisant a dépasser 2,5 gC.L'est observée
depuis. Dans les pilotes "Boue-STEP", a partir du jour 279, la concentration augmente
lentement pour se stabiliser légérement en dessous de 1,5 gC.L™.

e AGV
Les concentrations en acides lactique et formique dans les lixiviats prélevés en sortie de
'ensemble des colonnes sont nulles ou trés proches de zéro. Aucune évolution significative au
cours du temps n'a été¢ enregistrée et, de ce fait, aucune représentation graphique n'est
présentée pour ces acides. Les concentrations en acide acétique, acide propionique et acide
butyrique sont présentées en Figure 123.
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Figure 123 : Evolutions des concentrations en AGV dans les lixiviats collectés en sortie des colonnes.

Acétate (A), propionate (B), butyrate (C).
(Les courbes représentent la moyenne de chaque duplicat de colonnes).
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L'évolution des concentrations en AGV dans I'ensemble des colonnes est identique
pendant les 50 premiers jours. La concentration en acétate augmente ainsi durant cette période
de 0 a 7gC.L", celle du propionate de 0 a presque 0,7-0,8 gC.L™" et celle du butyrate de 0 &
6,5-8 gC.L ™.

Ensuite les évolutions sont différentes en fonctions des effluents recirculés. Les
tendances sont relativement proches pour les colonnes "Lix-ISDND" et "Boue-STEP".
L'acétate se stabilise autour de 7 gC.L" entre les jours 50 et 178 pour les colonnes "Boue-
STEP" et 190 pour les "Lix-ISDND". La diminution est ensuite progressive pour atteindre 0
avant le jour 350 pour "Lix-ISDND" et au jour 375 pour "Boue-STEP". L'évolution de la
concentration du butyrate est assez similaire a celle de 1'acétate pour ces colonnes. En effet
une stabilisation autour de 8 gC.L™" entre les jours 50 et 175 est observée pour les colonnes
"Lix-ISDND". Une concentration légérement plus importante est mesurée (11 gC.L™") dans les
colonnes "Boue-STEP" a la fin de cette période. La diminution est ensuite progressive pour
atteindre 0 au jour 328 pour "Lix-ISDND" et vers le jour 350 pour "Boue-STEP", soit environ
25 jours avant la disparition de l'acétate dans ces mémes colonnes. L'évolution des
concentrations de propionate est différente de celle de l'acétate et du butyrate. Pour les
colonnes "Lix-ISDND", la concentration du propionate se stabilise entre 600 et 700 mgC.L"
entre les jours 50 et 375. Pour les colonnes "Boue-STEP", la concentration augmente
lentement depuis le jour 50 pour atteindre 1500 mgC.L™" au jour 290. La concentration chute
ensuite soudainement dans les colonnes recevant la boue de STEP puis se stabilise avant de
chuter de nouveau brutalement jusqu'a 0 mgC.L™" au jour 370. Cette chute en deux étapes
s'explique par le fait que les résultats sont présentés sous la forme de la moyenne du duplicat
de colonnes au sein desquelles le propionate ne disparait pas exactement au méme moment.
Pour les colonnes recevant le lixiviat d'ISDND la concentration en propionate chute
¢galement une premicre fois autour du jour 290 puis chute a nouveau jusqu'a atteindre O
mgC.L" au jour 330. Cette chute en deux temps s'explique par les mémes raisons que les
colonnes Boue-STEP.

En ce qui concerne les évolutions des concentrations d'AGV dans les pilotes "Lix-
PCDV", alors qu'elles étaient similaires a celles des autres pilotes entre les jours 0 et 50, a
partir du jour 50 les évolutions sont différentes car les concentrations d'acétate et de butyrate
commencent immédiatement a diminuer. Elles sont proches de zéro au jour 130 mais oscillent
entre zéro et 1 gC.L'1 jusqu'au jour 170 a partir duquel elles se stabilisent définitivement a
zéro. Pour le propionate, les concentrations sont stables entre les jours 50 et 170 aux alentours
de 750 mgC.L" puis elles chutent subitement pour atteindre et ce maintenir a 0 gC.L™". I est a
noter que cette chute est concomitante avec la disparition totale de 1'acétate et du butyrate.
Cette observation est en accord avec les résultats obtenus précédemment lors des incubations
de déchets reconstitués en batch réalisées lors de I’étude de I’effet de la température (cf.
Chapitre 4, § 2.1.1 Digestion anaérobie des déchets en conditions mésophiles) et s'explique
par le fait qu'en présence d'acétate la réaction d'oxydation syntrophique du propionate qui
produit dans une premicre étape de l'acétate est thermodynamiquement peu favorable. Ainsi
cette réaction ne se produit que lorsque la concentration en acétate devient négligeable.

Au dela du jour 375 l'analyse de plusieurs échantillons n'a révélé aucune présence
quantifiable d'AGV dans aucun des pilotes.

e Cations

L'évolution des concentrations en cations dans les lixiviats récupérés en fond de
colonnes est présentée sur la Figure 124 pour quatre cations (Na', NH,", K', et Ca®).
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L'évolution de la concentration en Mg”" n'a pas été représentée graphiquement car aucune
différence significative n'est observée en fonction du type d'effluents injectés. Les valeurs
initiales de la concentration en ion Mg*" sont d'environ 36 mg.L", elles augmentent ensuite
jusqu'a environ 200 mg.L™" entre les jours 50 et 100 puis diminuent lentement depuis cette
période.
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Figure 124 : Evolutions des concentrations en cations des lixiviats collectés en sortie des colonnes.
Ca’* (4), Na* (B), K (C), NH, (D).
(Les courbes représentent la moyenne de chaque duplicat de colonnes).

-252 -



Chapitre 4 : Résultats et discussion

L'évolution des concentrations en cations dans les lixiviats récupérés en fond de
colonnes est identique pour toutes les colonnes pendant les cinquante premiers jours, puis
restent proches jusqu'au jour 125. D'importantes différences sont ensuite observées. La plus
remarquable concerne la tres forte augmentation des concentrations en Na’, K, NH,4 dans les
lixiviats issus des colonnes recevant les lixiviats d'ISDND. En effet, a partir du jour 125, les
concentrations de ces trois ions, présents en quantités importantes dans les lixiviats dISDND,
augmentent trés fortement pour atteindre, aux jours 550, 4,0 g.L™" et 2,0 g.L"! pour Na” et K*
respectivement et semblent se stabiliser. En ce qui concerne I'ion NH," pour les colonnes Lix-
ISDND, les données ne sont pas disponibles apres le jour 350 en raison de l'obtention de
valeurs abérrantes lors de l'analyse des échantillons. Cependant, la valeur était, au jour 350,
atteint les 5 gL' et semblait tendre & se stabiliser. Il est a noter que ces valeurs sont proches
de celles retrouvées dans les stocks de lixiviat d'ISDND ([Na'] = 3,4-3,7 g.L”", [K] = 1,6-2,0
gL' [NH, 1=3,8-54gL™).

I1 semble donc que le lixiviat dISDND introduit ait mis 125 jours pour migrer de haut
en bas de la colonne. Cela semble étre également le cas pour les autres effluents, car on
remarque une augmentation brutale de la concentration en ions NHy  en bas des colonnes
recevant la boue de STEP (car cet effluent est également concentré en NH4') et une
diminution de la concentration en ions Na', K et NH4" dans celles recevant du lixiviat de
PCDV (car cet effluent contient de faibles quantités de ces ions) également au jour 125.
D'autre part, le fait qu'au 350°™ jour les concentrations en sortie de colonne soient proches de
celles mesurées dans les effluents, semble indiquer que l'effluent a alors chass¢ I'ensemble de
la phase liquide présente au sein du déchet apres la saturation-désaturation initiale a l'eau. Ces
interprétations, bien que certainement moins précises que celles qui auraient pu découler d'un
tracage au lithium par exemple, permettent d'avoir une premiere caractérisation du
fonctionnement hydrodynamique des pilotes. Ces éléments sont importants pour
l'interprétation des données de ces expériences qui ne peuvent étre analysées aussi simplement
que celles obtenues lors des expériences de "type batch" décrites jusqu'a présent dans ce
manuscrit.

Ainsi les cations détectés en sortie de colonne avant le jour 125 proviennent du déchet
et sont soit simplement lixiviés ou produits lors de la biodégradation, comme les ions
ammoniums qui sont formés par le processus d'ammonification lors de I'hydrolyse des
déchets. Ceci est d'autant plus vrai pour les colonnes ayant recu du lixiviat de PCDV, car cet
effluent est trés faiblement chargé en cations. Ainsi, par exemple, les teneurs en NH; " proches
de 2 gL' observées durant cette période sont bien dues a la dégradation des déchets et
mettent en évidence que des niveaux relativement élevés peuvent ainsi étre atteints lors de la
dégradation anaérobie de la matieére organique. Ainsi, si ce méme lixiviat est directement
recirculé sans traitement il y a un fort risque d'accumulation de l'azote ammoniacal a des
concentrations potentiellement inhibitrices de la méthanogenese car il n'existe pas de
processus de dégradation efficace de ce dernier en condition anaérobie.

4.1.2.2.3. Suivi des compositions isotopiques du CHy4 et du CO;

L'évolution des compositions isotopiques du dioxyde de carbone et du méthane produits
par les différents pilotes ainsi que celle du facteur de fractionnement apparent sont présentées
sur la Figure 125. Il est tout d'abord a noter que des résultats reproductibles entre pilotes ayant
recu les mémes effluents sont obtenus comme en témoignent les faibles écarts-types observés,
cela traduit ainsi que des évolutions métaboliques similaires s'y produisent. Il est alors
possible d'interpréter ces résultats avec confiance pour comparer l'effet des différents effluents
sur la mise en place des voies métaboliques méthanogenes.
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Figure 125 : Evolutions de la composition isotopique du CH, et du CO, (A) et du facteur de
fractionnement apparent (B) dans les pilotes.
(Les courbes représentent la moyenne de chaque duplicat de colonnes,
les barres d'erreurs représentent les écart-types).

Les signatures isotopiques du méthane pour les trois types de pilotes se situent
initialement a des valeurs caractéristiques d'une production de méthane par méthanogencse
acétoclaste (valeurs supérieures a -60 %o) (-47 %o, -49 %o et -54 %o respectivement pour Lix-
ISDND, Boue-STEP et Lix-PCDV) (Figure 125, A). Le calcul des facteurs de fractionnement
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apparent confirme cette observation car les valeurs initiales obtenues sont bien inférieures a
1,055 (zone en rouge sur la Figure 125, B). Ensuite, les résultats d'analyse isotopique du
méthane et du dioxyde de carbone montrent que des métabolismes différents se mettent en
place en fonction des effluents injectés. Une premicre analyse de ces seuls résultats indique
que dans les pilotes recevant le lixiviat d'ISDND, dés que le méthane commence a étre produit
de facon significative, soit a partir du jour 150, la composition isotopique du méthane passe
sous la valeur de -60 %o et le facteur de fractionnement apparent devient supérieur a 1,065
indiquant ainsi que le méthane est produit quasi exclusivement par méthanogenese
hydrogénotrophe dans ces pilotes. Dans les pilotes recevant la boue de station d'épuration, la
composition isotopique du méthane reste assez constante et caractéristique (-50 %o) d'une
production plutot de type acétoclaste. Cependant, d'apres les valeurs de facteur de
fractionnement apparent, le méthane produit a partir du jour 150 le serait a la fois par voie
hydrogénotrophe et acétoclaste et cela jusqu'a la fin des mesures réalisées (entre les zones
bleue et rouge sur la Figure 125, B). Enfin, dans les pilotes dans lesquels du lixiviat de
plateforme de compostage de déchets verts est introduit, le méthane semble majoritairement
produit par la voie acétoclaste jusqu'au jour 350 (zone en rouge sur la Figure 125, B) puis par
un mélange des métabolismes acétoclaste et hydrogénotrophe. Ces premicres interprétations
seront mises en regard de I'ensemble des résultats afin d'étre affinées dans la partie suivante.

4.1.3. Interprétations de I’ensemble des résultats

L'ensemble des résultats présentés précédemment a ¢té analysé afin d'étudier le
couplage entre les réactions d'hydrolyse et de méthanogenese et l'effet de la qualité des
effluents sur la mise en place des voies métaboliques méthanogenes.

4.1.3.1. Couplage hydrolyse/méthanogenése et zonation des processus

L'hydrolyse semble se mettre en place rapidement dans I'ensemble des colonnes comme
en témoigne la baisse rapide du pH dans les dix premiers jours et l'augmentation des
concentrations en COD et AGV dés le démarrage des expériences. L'évolution par la suite des
concentrations en COD dans les lixiviats collectés en fond de colonnes apporte des
informations sur le couplage entre les réactions d'hydrolyse et de méthanogenese. En effet,
lorsque la réaction d'hydrolyse de la MO est plus rapide que celle de la méthanogenese, la
concentration en COD du milieu a tendance a augmenter. Dans le cas inverse la concentration
en COD du milieu a tendance a diminuer. La dégradation de la MO lors de I’hydrolyse ne
débute par contre pas simultanément dans tous les pilotes. En effet, 154 et 161 jours sont
nécessaires avant que le COD diminue dans les pilotes "Boue-STEP" et "Lix-ISDND"
respectivement. L'hydrolyse apparait méme €tre inhibée dans ces pilotes puisque les valeurs
de COD et d'AGV restent stables pendant une longue période. Les quantités importantes
d'AGV qui se sont accumulées sont probablement a 1'origine de cette inhibition car dans
I'ensemble des pilotes la concentration de ces derniers se stabilise a des valeurs proches et
comprises dans la gamme des concentrations potentiellement inhibitrices de I'hydrolyse. La
chute du COD intervient plus rapidement dans les pilotes "Lix-PCDV" puisqu'elle débute des
le jour 75. A partir de ce jour, dans ces pilotes, la méthanogenése semble ainsi avoir démarrée
méme en bas de la colonne alors que dans les autres pilotes "Lix-ISDND" et "Boue-STEP", la
méthanogenese ne semble pas y avoir débutée. Il est a noter qu'il est alors surprenant
d'observer que dans les pilotes recevant la boue de station d'épuration une production de
méthane soit enregistrée durant cette période.

Une mise en place différenciée de la méthanogenese en fonction de la hauteur de

déchets pourrait étre a I'origine de ce phénomene. Ainsi, dans les colonnes recevant la boue de
station d'épuration il est probable que la méthanogenese ait débuté dans le haut de la colonne
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mais qu'elle ne soit pas encore active dans le bas de cette derniere. Cela semble cohérent avec
le fait que l'injection de la boue digéré de STEP se fasse par le haut des colonnes. En effet,
l'introduction de cet effluent possédant une flore méthanogene active est probablement a
l'origine du démarrage tres rapide de la méthanogenése. L'hypotheése envisageable pour
expliquer la diminution plus précoce du COD dans les lixiviats récoltés en fond des colonnes
"Lix-PCDV", serait alors une mise en place de la méthanogenese plus rapide dans le bas du

"massif" de déchets dans ces pilotes.

Afin d’essayer de valider cette hypothese, des analyses de PCR-quantitative ont été
réalisées a partir des échantillons liquides prélevés en fond de colonnes apreés extraction de
I’ADN. Les évolutions des populations Archées et Bactéries sont présentées en Figure 126.
Les amorces utilisées sont ARC787F, ARC915F & ARC1059R pour les archées et BAC338F,

BACS16F & BAC805R pour les bactéries.

(A)

- T0E+0
= 6,0E+00

log (nombre copiesiiL

C2 bactéries (Bac) et archées (Arc)

5,0E+00) 1
4,0E+)0
3.0E+00
2,0+
1,0E+00

0,0E+00 4

10 41 68 103 132 161 196 300 405 502 588
jour

O Bac
WA

(B)

- T,0E+00
6,0+

log (nombre copiesL

0,0E+00

C4 bacteéries (Bac) et archées (Arc)

5,0E+00 1
4,040
3,06+00
2,0E+0 -
1,0E+00

—1

10 41 68 103 132 161 196 300 405 502 538
jour

O Bac
EATC

©)
- T,0E+00
6,0E+00

log (nombre copiesL

0,0+

C6 bactéries (Bac) et archées (Arc)

5,0E+00
4,0E+0) 1
3.0E+00
2,0E+00
1,0E+00

10 41 68 103 132 161 196 300 405 502 588
jour

O Bac
HATC

Figure 126 : Evolution du nombre d’archées et de bactéries dans les colonnes.
C2 (Lix-ISDND) (A), C4 (Boue-STEP) (B) et C6 (Lix-PCDV) (C).
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Les résultats semblent mettre en évidence une augmentation de la population d’Archées
bien plus précoce (a partir du jour 41) dans la colonne recevant le lixiviat de PCDV (Figure
126, C) que dans celles recevant la boue de STEP (Figure 126, B) et le lixiviat d’ISDND
(Figure 126, A). Ces résultats sont en accord avec I’hypotheése formulée d’une mise en place
plus rapide de la méthanogenése en bas des colonnes « Lix-PCDV ». Une des explications
envisagée est un comportement hydrodynamique différent dans ces colonnes en raison de la
nature du liquide réinjecté qui entrainerait sa percolation plus rapide. Cependant, I’analyse des
courbes d’évolution des concentrations en cations dans les colonnes ne permet pas de mettre
en évidence une telle différence de comportements (et donc d’élution des effluents) entre les
différentes colonnes. En effet, la chute brutale de la concentration de 1'ensemble des cations
enregistrée autour du jour 125 semble indiquer que le lixiviat de PCDV injecté au sommet de
la colonne arrive en bas (car ces cations sont peu concentrés dans I'effluents injecté) a cette
période comme dans les autres pilotes. En 1'absence d'un réel tragage au lithium par exemple,
il est tout de méme difficile d'écarter cette hypothése.

4.1.3.2. Effet de la qualité des effluents sur la mise en place des voies métaboliques

Dans les pilotes ayant recu le lixiviat d'ISDND au jour 50, méme si a cette période, la
production de méthane est trés faible, la premiére mesure de 8'°CHy située & -47 %o indique
clairement une production de méthane due a un métabolisme acétoclaste. A partir du jour 50,
la signature isotopique du méthane diminue lentement, passe sous la barre des -60 %o (limite
haute de la zone hydrogénotrophe) et continue a diminuer jusqu'au jour 200 pour atteindre -67
%o. L’analyse de la courbe de teneur en méthane et de la courbe du facteur de fractionnement
apparent pour les pilotes Lix-ISDND permet de mettre en évidence qu’a partir du jour 150
environ, la teneur en méthane dans le biogaz commence a augmenter rapidement et que cette
augmentation est concomitante avec le passage du facteur de fractionnement en zone
hydrogénotrophe. Le méthane est ainsi produit par méthanogenése hydrogénotrophe lors de la
phase active de production.

Le méthane dans ces colonnes semble donc étre initialement produit par une
méthanogenese acétoclaste. Cette derniere semble ensuite étre inhibée puisqu'une
méthanogenese de type hydrogénotrophe se met en place aprés qu’une flore méthanogene
hydrogénotrophe capable de réaliser I’OSA se soit développée. Des résultats obtenus par PCR
quantitatives avec des amorces spécifiques des différentes familles d'archées
(Methanosaetaceae : Mst702F, Mst753F & Mst862R ; Methanosarcinaceae : Msc380F, Msc
492F& Msc828R ; Methanomicrobiales : MMB282F, MMB749F & MMBS832R) confirment
cette hypothese puisqu'ils montrent une augmentation importante de certains membres de la
famille des Methanomicrobiales qui sont uniquement capables de réaliser la méthanogenese
hydrogénotrophe a partir du jour 200. L'implication de cette méme famille d'archées a été
mise en évidence dans 'OSA dans les incubations 13 (forte concentration en inoculum). Ce
résultat conforte ainsi le fait qu'une OSA se soit mise en place dans ces pilotes. Des
observations FISH ont permis de mettre en évidence des bactéries et des archées du genre
Methanoculleus (Figure 127, images A et B). Ces observations sont bien cohérentes avec
I'hypothése de la mise en place de la réaction d'oxydation syntrophique de l'acétate. La forte
concentration en NH4" présente dans le lixiviat dISDND pourrait étre a l'origine de ce
changement de métabolisme comme nous avons pu l'observer lors des incubations d'acétate a
forte concentration en azote ammoniacal (incubation C4 et I).
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Figure 127 : Observation FISH de Lix-ISDND au jour 300.
(4) Sondes MG1200b-Cy5 (bleu), EUB338-Cy3 (vert) ;
(B) Sondes MG1200b-CyS5 (bleu), ARC915-FITC (vert).

Dans les pilotes au sein desquels de la boue de station d'épuration a été injectée, du fait
du démarrage de la production de méthane quasi-immédiate, des mesures de la composition
isotopique du méthane sont disponibles dés le jour 7. Pendant les 50 premiers jours, le 8'°CH,
se situe vers -49 %o et sont, de méme que le facteur de fractionnement calculé pour cette
période (situé vers 1,045), caractéristiques de méthane produit par méthanogenese acétoclaste.
Depuis le jour 50, la signature isotopique du méthane produit reste relativement stable aux
alentours de -50 %o. Une analyse plus précise révele tous de méme une trés faible diminution
du 8" CH, de 3 %o en 500 jours. La signature isotopique du dioxyde de carbone connait, quant
a elle, a I’'inverse une augmentation. Entre les jours 50 et 150, ’augmentation est d’environ 6
%o puis reste ensuite relativement stable jusqu’au jour 550 pour se situer & 6 %o. Alors que le
8"°CH, se situe vers -50 %o, ce qui est caractéristique de la méthanogenése acétoclaste,
1’augmentation du 8'°CO, entraine une augmentation du facteur de fractionnement apparent
vers une production de méthane du a un mélange de métabolisme (acétoclaste et
hydrogénotrophe). 11 est donc fort probable que les deux métabolismes interviennent dans la
production de méthane rapidement dans les pilotes comme semble 1’indiquer I’augmentation
du facteur de fractionnement apparent aux environs de la centaine de jours d’expérience.

Enfin dans les pilotes ayant regus du lixiviat de plateforme de compostage de déchets
verts la premiére mesure de 8'°CH, située a -53 %o indique une production de méthane
probablement due a un métabolisme acétoclaste. A partir du jour 50, la signature isotopique
du méthane commence a augmenter (jusque -44 %o au jour 123) alors que celle du dioxyde de
carbone diminue pour atteindre environ -10 %o. Une production de méthane a partir de
l'acétate peut conduire a ce phénomene. De plus les compositions isotopiques du méthane qui
augmentent de -56 %o a -44 %o entre les jours 50 a 120 traduisent probablement une
consommation rapide d’un stock d’acétate limité (enrichissement en °C de I'acétate au cours
de sa consommation). Le fait que cette période d’évolution rapide des compositions
1sotopiques corresponde a une diminution des concentrations de COD, d’acétate et de butyrate
conforte cette hypothese. Des observations FISH (Figure 128, la couleur turquoise provient de
la cohybridation du signal bleu (sonde MS1414) et vert (sonde ARC915)), ont de plus mis en
évidence la présence majoritaire d'archées de la famille Methanosarcinaceae. Ces micro-
organismes étant capables de réaliser notamment la méthanogenese acétoclaste, I’ensemble
des éléments en notre possession est donc bien cohérent avec le fait qu'un métabolisme
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acétoclaste domine la production du méthane. A partir du jour 120 et ce jusqu'a la fin des
mesures, le 8°CHy va ensuite lentement diminuer (de -44 %o & -52 %o) alors que le 5°CO, va
lentement augmenter (de -10 %o & 5 %o). Les valeurs de 8"°CHy4 indiquent que le méthane
continue a étre produit par méthanogenése acétoclaste mais I’augmentation de 3'°CO, semble
indiquer que la proportion de méthanogenese hydrogénotrophe va en augmentant. Le calcul
du facteur de fractionnement apparent confirme cette interprétation. Ceci pourrait étre di a la
mise en place de 1'oxydation syntrophique du propionate qui produit du méthane a la fois par
méthanogenese hydrogénotrophe et acétoclaste.

Figure 128 : bservation FISH de Lix-PCDV au jour 200.
Sondes MS1414+ helper-Cy5 (bleu), ARC915-FITC (vert).

Ainsi, des différences importantes de métabolisme responsable de la production de
méthane selon D’effluent utilis€ pour la recirculation ont été mises en évidence grace
notamment aux mesures de composition isotopique réalisées au cours des 600 premiers jours
d’expériences en colonnes de percolations. En effet, 1'injection du lixiviat d’ ISDND entraine
la mise en place d’un métabolisme hydrogénotrophe alors que celle des autres effluents (boue
de STEP et lixiviat de plateforme de compostage de déchets verts) conduit a la mise en place
d'un métabolisme de type acétoclaste dans un premier temps, suivi d’'un mélange des deux
métabolismes (acétoclaste / hydrogénotrophe).

4.1.4. Discussion relative aux parametres opérationnels

4.1.4.1. Démarrage de la méthanogenése

L'une des différences les plus marquantes entre les résultats obtenus pour les différents
effluents concerne les temps de latence observés. En effet, en fonction du type d’effluent
injecté, le processus de méthanogenése ne se met pas en place au méme moment (Figure
120) :

e L’utilisation de la boue de STEP permet le démarrage immédiat de la
production de méthane. Ce démarrage précoce est probablement di a
I’introduction d’une flore méthanogene active en quantité importante, apportée
par la boue, dans le massif de déchet.

e L’utilisation du lixiviat d’ISDND ne conduit quant a lui au démarrage de la

production de méthane qu’aprés un temps de latence trés important de 200
jours. Ce résultat est assez inattendu car le lixiviat contient des micro-
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organismes méthanogenes. Une possible inhibition temporaire du processus
(inhibition de la méthanogenese acétoclaste entrainant la mise en place d'un
métabolisme de type hydrogénotrophe via une OSA) est envisageable en raison
des caractéristiques intrinseques du lixiviat utilisé. En effet, les fortes
concentrations en cations et tout particuliérement en NH4" présentes dans le
lixiviat utilisé peuvent conduire a ce type d'inhibition comme nous I'avons déja
observé lors des incubations d'acétate réalisées lors des séries d'expériences C
(cf. Chapitre 4, § 3.1 Effet de la concentration en azote ammoniacal sur la
dégradation de I'acétate en conditions mésophiles).

e Enfin, les résultats obtenus lors de I'utilisation du lixiviat de plateforme de
compostage de déchets verts sont assez étonnants puisque la production de
méthane démarre avant le jour 100 dans ces pilotes, soit bien avant ceux ayant
recu le lixiviat d'ISDND. Méme s'il est possible que cet effluent contienne des
micro-organismes méthanogenes, il est probable qu'ils soient présents en faible
quantité¢. D'autre part, le fait que la méthanogenese semble démarrer plus
rapidement dans le bas de la colonne que dans les autres pilotes avec cet
effluent reste a ce jour inexpliqué. Un suivi hydrodynamique plus approfondi
des pilotes aurait certainement permis d'apporter des éléments permettant
d'expliquer ce phénomene et peut étre le démarrage rapide de la
méthanogenese dans ces pilotes.

Les résultats de cette expérience montrent donc que la présence en quantités
importantes des méthanogenes dans l'effluent recirculé, les cinétiques de croissance des
populations méthanogenes, ainsi que l'inhibition de la méthanogenese sont autant de facteurs
pouvant avoir une influence directe sur le démarrage effectif de la méthanogenése.

4.1.4.2. Cinétiques de dégradation

Nous avons vu dans le paragraphe précédent que les temps de latence avant le
démarrage de la méthanogenese sont différents en fonction du type d'effluent recirculé. En ce
qui concerne les vitesses de production maximum de méthane (obtenues via la modélisation
des courbes de production de méthane cumulée par 1'équation de Gompertz modifié), elles ne
sont pas réellement différentes (0,25, 0,20 et 0,23 L de CH, kg™ de MS jour™ pour les pilotes
"Lix-ISDND", "Boue-STEP" et "Lix-PCDV" respectivement) (Tableau 43). Il semblerait
donc que le type d'effluent recirculé ait plutét un effet sur les temps de latence avant
démarrage de la production de méthane que sur la cinétique de production de méthane a
proprement parler. Il est ainsi intéressant de noter que des vitesses de production de méthane
proches sont obtenues dans les différents pilotes bien que les voies métaboliques empruntées
y soient différentes. On peut tout de méme remarquer que c'est dans les pilotes dans lesquels
la production de méthane démarre le plus tard (Lix-ISDND) et que le métabolisme est de type
hydrogénotrophe via une OSA, que la vitesse de production est la plus rapide.

4.1.4.3. Rendements de dégradation

L'allure des courbes (cf. Figure 120) suggere que la production de biogaz commence a
se stabiliser dans l'ensemble des pilotes. Il est donc possible de dresser un premier bilan sur
les rendements de dégradation des déchets obtenus en fonction du type d’effluent recirculé.

Toutefois, ce bilan réalisé au 575 jour ne peut pas étre considéré comme un bilan final.

Pour réaliser ce bilan, les quantités de biogaz, méthane et dioxyde de carbone
effectivement produites lors de cette expérience en condition de recirculation ont été
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comparées avec la production mesurée pour le méme déchet lors d'expériences réalisées en
microcosme en condition saturée (Tests BMP). Le Tableau 44 présente les productions de
biogaz, méthane et dioxyde de carbone enregistrées lors de ces essais réalisés sur 40g de
déchets reconstitués (identiques en termes de composition et de granulométrie a ceux utilisés
dans les colonnes de percolation), placés en condition saturée, dans une solution tampon de
carbonate, inoculés avec un inoculum d'ISDND et placés a 35°C en condition anaérobie. Dans
ces conditions une production de biogaz de 126 L.kg"' de MS composé d'environ 50 % de
méthane et 50 % de dioxyde de carbone a été mesurée.

Tableau 44 : Productions de biogaz, CH, et CO, obtenues lors des expériences en microcosmes.

Biogaz CH, CO,
(Lkg'deMS)  (L.kg'deMS) (L.kg"'deMS)

Production maximale mesurée lors des tests
réalisés en microcosmes (conditions saturées 126,63 64,34 62,44
a 35°C)

En comparant ces valeurs de production, que nous considérerons comme ¢tant la
production maximale attendue, avec celles observées lors des expériences en colonne de
percolation (Tableau 45) les rendements de production présentés dans le Tableau 46 ont été
déterminés.

Tableau 45 : Productions de biogaz, CH, et CO, au jour 575 lors des expériences en colonnes de
percolation.

Lix-ISDND Boue-STEP Lix-PCDV
(L.kg' deMS) (L.kg"' de MS) (L.kg"' de MS)

Production mesurée de biogaz 111,52 130,71 127,26
Production mesurée de CO, 56,56 65,22 61,57
Production mesurée de CH, 54,67 64,33 64,52

Tableau 46 : Rendements de dégradation au jour 575 lors des expériences en colonnes de percolations.
Lix-ISDND Boue-STEP Lix-PCDV

Rendement calculé par ¢, de biogaz 88,07 103,22 100,50
rapportala % de CO, 90,59 104,46 98,61
production mesurée en
microcosmes % de CH, 84,98 99,99 100,29

Toutefois, afin d'étre plus rigoureux, la quantité de carbone potentiellement
méthanisable introduite avec les effluents lors de leur injection au cours des 575 jours
d'expérience dans les colonnes ne peut étre négligée et doit étre prise en compte dans les
bilans. Cela d'autant plus que les trois effluents présentent des potentiels méthanogenes tres
différents. Il est donc nécessaire d'intégrer a ces bilans la quantité de méthane qui peut étre
potentiellement produite par I'effluent lui méme au cours de I'expérimentation.

Les résultats des essais permettant le calcul du potentiel exact de méthane associ¢ au
volume d'effluent injecté ont été présentés dans la partie résultats. Le potentiel méthanogene
des 15 litres de ces effluents ayant été injectés est donc considéré. Les lixiviats d’ISDND et de
PCDYV n'ont pas produit de méthane lors de ces essais. En ce qui concerne la boue de STEP,
pour 14,82 litres de boue injectés au jour 575, le potentiel de méthane associé est de 14,65 L.
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Tableau 47 : Rendements de dégradation des déchets dans les colonnes de percolations en tenant compte
du potentiel méthanogéne des effluents recirculés au jour 575

Lix-ISDND Boue-STEP  Lix-PCDV

Rendement calculé par % de CHy, microcosmes 84,98 99,99 100,29
rapport a la production o
mesurée en 70 de CHa/ microcosmes 84.98 9643 100.29
microcosmes & théorique effluent

Enfin, pour étre totalement rigoureux, il est également nécessaire de tenir compte de
I'influence sur la production de méthane des prélevements liquides contenant du carbone
organique qui aurait pu €tre méthanisé s'il n'avait pas €té soustrait des pilotes. Des quantités
moyennes totales de COD de 10,94, 11,54 et 4,683 g de carbone ont été prélevées lors des
prélevements liquides au cours des 575 jours d'expériences pour les pilotes "Lix-ISDND",
"Boue-STEP" et "Lix-PCDV" respectivement. Si l'on considere que l'ensemble de ce carbone
aurait pu se transformer en biogaz (approximation grossiere car une partie du COD apparait
étre récalcitrante a la biodégradation), 20, 21 et 8,7 L soit, ramené a notre masse de déchet
sec, 3,31, 3,49 et 1,41 L.kg'1 de MS de biogaz auraient pu étre produits. Cette correction n'a
pas été effectuée car il est difficile de connaitre les proportions de méthane et dioxyde de
carbone dans le biogaz qui aurait ainsi pu étre produit. En tout état de cause, au vu des faibles
quantités de biogaz estimées, l'influence des prélevements liquides apparait minime et ne
remet pas en cause les rendements de dégradation présentés dans le Tableau 47.

Il apparait ainsi que les rendements de production de méthane en tenant compte du
potentiel méthanogene des effluents injectés (Tableau 47) sont plus élevés et proches de 100
% pour les colonnes dans lesquelles le lixiviat de PCDV (100 %) a été recirculé. Avec la boue
de STEP un rendement 1égérement plus faible est observé (96 %). Enfin un rendement bien
plus faible est observé pour les pilotes dans lesquels le lixiviat d'ISDND a été recirculé (85
%). 1l est cependant a noter que la production de méthane dans ces pilotes qui a débuté plus
tardivement n'est pas encore totalement terminée. Il n'est donc pas impossible qu'in fine, un
rendement proche de 100 % soit également obtenu. Il est ainsi difficile de conclure a ce jour,
sur I’influence du type d’effluent recirculé sur les rendements de dégradation des DND. En
tout état de cause, si influence il y a, cette derniére semble relativement minime.

D'autre part, il est intéressant de remarquer que les conditions de recirculation mises en
place lors de ces expériences (fréquence et quantité injectée) permettent en un temps
raisonnable, a 1'échelle de vie d'une ISDND, d'obtenir des rendements de dégradation
identiques a ceux obtenus en conditions saturées. Ce résultat est toutefois a nuancer car dans
le cadre de ces expériences la densité des déchets était plus faible que celle généralement
observée sur site et le déchet a été saturé a 1'eau initialement.

4.1.4.4. Effet d’une forte concentration en azote ammoniacal

L’effet d’une circulation d’un effluent contenant une forte concentration d’azote
ammoniacal sur la dégradation de déchets a pu étre étudié lors du suivi des pilotes dans
lesquels le lixiviat d’ISDND a été injecté. En effet, la concentration mesurée dans cet effluent
est de 5400 mg.L"' pour le stock n°l, ce qui correspond & la valeur la plus haute des
concentrations testées dans les expériences présentées précédemment (cf. Chapitre 4, § 3 Effet
de la concentration en azote ammoniacal sur la méthanogenese). Les temps de latence
importants avant le démarrage de la méthanogenese observés dans ces pilotes et la mise en
place d'un métabolisme hydrogénotrophe via une réaction d’oxydation syntrophique de
I’acétate, sont deux des effets potentiellement attribuable a cette concentration élevée
puisqu'ils concordent avec ceux observés lors des incubations d'acétate a fortes concentrations
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en azote ammoniacal. Tout comme lors de ces expériences en microcosme, aucun effet
significatif sur la quantité finale de méthane produite n'a été enregistré lors de ces expériences
mettant & nouveau en évidence le fait que la mise en place d'une oxydation syntrophique de
l'acétate n'entraine pas de diminution du rendement de production de méthane.

4.1.5. Conclusion

Les résultats obtenus au cours de cette expérience, utilisant un dispositif permettant de
simuler le devenir d'un volume élémentaire de déchets au sein d'une ISD bioactive, montrent
clairement que la nature de l'effluent recirculé a un impact important essentiellement sur la
mise en place de la méthanogenése dans le massif de déchets. Ainsi, l'introduction d'une boue
digérée de station d'épuration et d’un lixiviat de plateforme de compostage de déchets vert
permettent un démarrage plus rapide de la méthanogenése qu'avec un lixiviat d'ISDND
(effluent le plus souvent recirculé). Ce résultat n'est cependant pas généralisable a 1'ensemble
des lixiviats car celui utilisé dans le cadre de ce travail présente des caractéristiques
intrinseques particulieres notamment en termes de concentration en azote ammoniacal.

Dans le cadre de ce travail, 1'un des résultats particulicrement intéressant réside dans le
fait que l'injection d'un lixiviat d’ISDND chargé en azote ammoniacal conduit a des
phénomeénes identiques a ceux observés lors des expériences réalisées précédemment en
microcosme (incubation d’acétate). En effet, dans ces différentes expériences un temps de
latence important et une mise en place d'une réaction d’oxydation syntrophique de I’acétate
(et donc la méthanogenese hydrogénotrophe) plutét qu’une réaction de méthanogenese
acétoclaste sont observés. L'impact de ce changement de métabolisme sur le rendement final
de production de méthane reste a vérifier en continuant le suivi de ces expérimentations mais,
s'il existe, il devrait étre de faible ampleur. Dans ces expériences, la vitesse de production de
méthane une fois que cette derniere a débuté n’est pas non plus significativement différente a
forte concentration en NH;'. L’ensemble de ces résultats semble indiquer qu’a priori, une
ISDND bioactive peut étre, apres acclimatation, performante en termes de production de
méthane a de relativement hautes concentrations en azote ammoniacal. Ainsi, dans les ISDND
recirculant du lixiviat brut au sein desquelles 1'azote ammoniacal s'accumule progressivement,
il est possible qu'une acclimatation permettant la mise en place d'un métabolisme de type
OSA puisse se produire expliquant ainsi pourquoi la production de méthane puisse s'y
maintenir. Cependant, au-dela d'une certaine concentration en azote ammoniacal une
inhibition totale des processus n'est pas a exclure.

La fin du suivi, ainsi que 1’autopsie des colonnes de percolation devraient permettre
d’apporter les informations nécessaires a une meilleure compréhension des résultats obtenus
lors de ces essais simulant le fonctionnement d’une ISDND bioactive.

4.2. Codigestion d’un mélange biodéchets/déchets verts

4.2.1. Introduction

Durant le printemps, les méthaniseurs doivent faire face a un afflux important de
déchets verts. Il a pu étre constaté dans ces méthaniseurs une diminution dans la production
du méthane apres introduction d'importantes quantités de déchets verts. Une des hypotheses
soulevée est que la dégradation des déchets verts puisse entrainer une production importante
d'azote ammoniacal dans le méthaniseur, inhibant alors la méthanogenése (Guichardaz 2008).
Deux séries d'expériences ont été lancées pour étudier ce phénomene :

-263 -



Chapitre 4 : Résultats et discussion

- La premicre série d'expériences a pour but de vérifier que l'introduction d'une
quantité croissante de déchets verts conduit bien a une augmentation de la
concentration en azote ammoniacal et d'en étudier I'effet sur la dégradation anaérobie.
Des incubations de biodéchets mélangés avec une quantité croissante de déchets verts
(0, 25, 50, 75 et 100 % (en MV)) ont été réalisées a 35°C et 55°C en reproduisant les
conditions de méthaniseurs de déchets en terme d'humidité (i.e. méthanisation
humide).

- La seconde série d'expériences a été réalisée pour tenter d'évaluer si 1'augmentation
de la concentration en azote ammoniacal induite par l'introduction massive de déchets
verts pouvait étre responsable de l'inhibition constatée du processus de digestion
anaérobie des digesteurs de déchets dans de tels cas de figure. Des incubations avec
des conditions similaires a celle d'un méthaniseur ont été effectuées (i.e. méthanisation
humide). Ces incubations ont €té réalisées a 55°C, avec des biodéchets et un inoculum
provenant d'un méthaniseur thermophile de déchets non dangereux préalablement
acclimaté a consommer le biodéchet reconstitué. Apreés une premicre incubation de
biodéchets, lorsque la production de biogaz a atteint les 2/3 de la production théorique
attendue, des biodéchets ont été réinjectés, mélangés soit avec 8 g.L "' de NH;™ (BN)
soit avec 75 % de déchets verts (BV). Un témoin est réalisé en réinjectant seulement
des biodéchets (B).

4.2.2. Incubation de différents mélanges biodéchets / déchets verts

La nomenclature de la premiere série d'expérience est donnée dans le Tableau 48.

Tableau 48 : Nomenclature des expériences en microcosmes.

Incubations Inoculum Substrat [Substrat] Milieu (orf:) [NH,'] (g.L'l)

BG1-35 100 % Biodéchets

(1,2 et3) / 0 % Déchets verts

BG2-35 75 % Biodéchets )

(1,2 et3) / 25 % Déchets verts bSOhmOI}l' )

BG3-35 L 50 % Biodéchets carbonate utilisce

(1,2 et 3) Boue digéré de STEP /50 % Déchets verts Sgde MV  pour ajuster‘ le 35 0

—_— . taux de MS a 90

BG4-35 25 % Biodéchets %

(1,2 et 3) /75 % Déchets verts

BG5-35 0 % Biodéchets
(1,2 et 3) / 100 % Déchets verts

BG1-55 100 % Biodéchets
(1,2 et 3) /0 % Déchets verts
BG2-55 75 % Biodéchets .
(1,2 et3) /25 % Déchets verts bSOhIﬂOf?r
— . - carbonate utilisée
BG3-55 Boue de digesteur 50 % Biodéchets .
. . 5gde MV  pour ajuster le 55 0
V)

(1,2 et 3) thermophile /50 % Déchets verts taux de MS a 90

BG4-55 25 % Biodéchets %
(1,2 et 3) /75 % Déchets verts

BGS5-55 0 % Biodéchets
(1,2 et 3) / 100 % Déchets verts

4.2.2.1. Résultats expérimentaux obtenus

Les cinq séries d'essais réalisées en microcosmes avec différentes proportions d'un

mélange biodéchets / déchets verts, reproduisent les conditions opérationnelles de digesteur
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de déchets en condition humide (taux d'humidité de 90 %). Elles ont été réalisées a 35°C et
55°C afin de vérifier l'impact de la proportion de déchets verts sur la digestion anaérobie a ces
deux températures couramment utilisées dans les méthaniseurs . Un suivi des gaz, du pH ainsi
que des concentrations de différents cations et acides organiques a été réalisé et est présenté
dans la suite de cette partie.

4.2.2.1.1. Analyse de la phase gazeuse

A 35°C, la production de biogaz a lieu dans les 10 premiers jours puis se stabilise
ensuite. La majeure partie du gaz produit est du dioxyde de carbone (600 mL), un peu
d'hydrogéne (environ 125 mL pour BG1-35 et BG2-35 et environ 35 mL pour les autres essais
BG3-35, BG4-35 et BG5-35) et quelques mL de méthane (moins de 20 mL). A 55°C, le
biogaz est produit pendant les 10 premiers jours d'incubation puis se stabilise é¢galement. Pour
BG1-55, 500 mL de CO;, et 200 mL d'H; sont produits. Pour BG2-55, BG3-55 et BG4-55,
800 mL de CO,, 100 mL de méthane et entre 150 et 400 mL d'H, sont produits. Enfin, le
comportement de BG5-55 est différent. En effet, dans cette série d'incubations, au contraire
des autres, une production significative de méthane débute rapidement. L'évolution de la
production de biogaz se différencie de celle des autres essais a partir du jour 7, jour ou la
production de méthane démarre.

4.2.2.1.2. Analyse de la phase liquide

e pH

Le pH initial des incubations est de 8,38 (Figure 129). Pendant I'étape d'hydrolyse, le
pH au sein de la phase liquide chute rapidement a des valeurs tres basses (minimum 3,61 dans
l'incubation contenant 100 % de biodéchets a 35°C) puis s'y stabilise pour la majorité des
incubations jusqu'a la fin. Une seule des séries d'incubations (BG5-55) se comporte
différemment. En effet, dans ces incubations, le pH remonte au dessus de 8. Il est a noter qu'il
s'agit des seules incubations au sein desquelles une production significative de méthane a été
enregistrée. A 35°C il est intéressant de remarquer que plus la proportion de biodéchets est
importante plus le pH atteint une valeur basse.

°1 (A)a3seCc  °) (B) a 55°C

pH
[=2]
1

4 -
3 T T T | 3 T T T |
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Temps d'incubation {jours) Temps d'incubation {jours)
—4—BG1 -B-BG2 BG3 - BG4 BG5S —4—BG1 - BG2 BG3 - BG4 BGS

Figure 129 : Evolution du pH des bioréacteurs BG a 35°C (A) et a 55°C (B).
100 % biodéchets (BG1), 75 % biodéchets / 25 % déchets verts (BG2), 50 % biodéchets / 50 % déchets verts
(BG3), 25 % biodéchets / 75 % déchets verts (BG4), 100 % déchets verts (BGS).
Les valeurs présentées correspondent a la moyenne des incubations de chaque série.
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Figure 130 : Concentrations en acides organiques des bioréacteurs BG.
(Les bdtons représentent la moyenne de chaque triplicat, les barres d'erreurs représentent l'écart-type).
100 % biodéchets (BG1) a 35°C (4) et a 55°C (B), 75 % biodéchets / 25 % déchets verts (BG2) a 35°C (C) et a
55°C (D), 50 % biodéchets / 50 % déchets verts (BG3) a 35°C (E) et a 55°C (F), 25 % biodéchets / 75 % déchets
verts (BG4) a 35°C (G) et a 55°C (H), 100 % déchets verts (BGS5) a 35°C (1) et a 55°C (J).
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Figure 131 : Concentrations en cations (Ca”, Na*, K*, Mg2+, NH,") des bioréacteurs BG.
(Les bdtons représentent la moyenne de chaque triplicat, les barres d'erreurs représentent l'écart-type).
100 % biodéchets (BG1) a 35°C (4) et a 55°C (B), 75 % biodéchets / 25 % déchets verts (BG2) a 35°C (C) et a
55°C (D), 50 % biodéchets / 50 % déchets verts (BG3) a 35°C (E) et a 55°C (F), 25 % biodéchets / 75 % déchets
verts (BG4) a 35°C (G) et a 55°C (H), 100 % déchets verts (BGS5) a 35°C (1) et a 55°C (J).
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e AGV

Les concentrations en acides organiques mesurées dans la phase liquide des différents
essais sont présentées dans la Figure 130 (attention les échelles sont différentes). La
concentration en acide lactique est plus importante dans les microcosmes contenant au moins
50 % de biodéchets et tout particulicrement a 35°C. Elle atteint d'ailleurs des valeurs trés
élevées (supérieures a 40 g.L') Au contraire, les concentrations en acétate, propionate et
butyrate sont plus élevées dans les microcosmes contenant plus de 50 % de déchets verts.
Enfin, les concentrations en acide formique sont trés faibles pour I'ensemble des essais. La
série (BG5-55) présente un comportement différent. En effet, entre les jours 5 et 27, 'acide
acétique et l'acide butyrique disparaissent presque totalement de la phase liquide alors que
dans les autres incubations elles ont plutdt tendance a stagner voire & augmenter.

e (Cations
De méme que pour les acides organiques, les concentrations de cinq cations dans la
phase liquide des incubations ont été¢ déterminées et sont présentées dans la Figure 131
(attention les échelles sont différentes). Dans l'ensemble des essais, la concentration en
sodium est relativement similaire et stable (environ 2,5 g.L'). Elle peut ainsi servir de
référence afin de comparer les concentrations des cations entre les différents essais.

L'observation de la Figure 131 permet de mettre en évidence une augmentation de la
concentration en ions ammonium et potassium lorsque le pourcentage de déchets verts
augmente et cela que ce soit a 35 ou 55°C. La concentration en ion ammonium est comprise
entre 0,5 g.L”' pour les BGI et 8,2 gL' pour BG5. Les niveaux en ions magnésium et
calcium sont faibles, moins de 0,5 g.L'1 et 1,25 g.L'1 respectivement.

e COD
Les concentrations en COD et CID sont stables pendant les incubations au cours du
temps, excepté pour la série BG5-55 ou le COD chute apres le jour 5. Les niveaux de COD
diminuent avec l'ajout croissant de déchets verts et sont compris entre 15 gC.L™" et 27 gC.L™" a
35°Cet 15 gC.L" et 33 gC.L™" 4 55°C au jour 5.

4.2.2.2. Discussion

Lors de ces expériences, des proportions croissantes de déchets verts ont été introduites
avec un biodéchet. Au cours de ces incubations, simulant les conditions opérationnelles d'une
méthanisation humide, la phase d'hydrolyse a eu lieu. Cependant, cette phase a conduit a la
libération de quantités tres importantes d'ions, d'acides organiques et a une diminution
importante du pH. L'étape de méthanogenese n'ayant pas eu lieu, excepté pour une des séries
(BG5-55), la discussion se focalisera sur l'effet des différents mélanges biodéchets / déchets
verts sur les produits libérés lors de la phase d'hydrolyse principalement. L'effet de la
température (35°C vs 55°C) pourra également étre discuté.

o Effet de la proportion de déchets verts sur la production d'acides
organiques

Une chute de pH plus importante dans les incubations mésophiles des séries BG1-35 et
BG2-35 (100 % et 75 % de biodéchet) est observée. L'analyse des concentrations en acides
organiques révele des concentrations en acide lactique particulierement élevées pour ces deux
séries d'incubations avec des valeurs maximales de l'ordre de 45 g.L' (Figure 132). De telles
concentrations expliquent probablement les valeurs de pH de 4 atteintes dans ces deux séries
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d'incubations. Le tracé de la concentration d'acide lactique maximale atteinte au cours des 30
premiers jours d'incubations en fonction du pourcentage de déchet vert utilisé, met en
évidence que l'acide lactique est produit préférentiellement a 35°C et aux faibles teneurs en
déchets verts. L'acide lactique semble ainsi provenir de I'hydrolyse du biodéchet reconstitué.
Le fait que les concentrations soient nulles lors des incubations contenant 100 % de déchets
verts confirme cette hypothése.

50

/—§\ —4—35°C -m-55°C

[acide lactique] ( g L
) 8 3 &
T 4

0 25 50 75 100

Pourcentage de déchets verts

Figure 132 : Concentrations maximales en acide lactique en fonction de la teneur en déchets verts a 35°C
et 55°C.
(Moyenne de chaque triplicat, les barres d'erreurs représentent l'écart-type).

Cette production d'acide lactique en quantité importante est particulierement
intéressante car ce compos¢ peut étre considéré comme une molécule a haute valeur ajoutée
car il est le monomere utilisé pour former une nouvelle génération de maticere plastique
biodégradable (PLA: poly(acide lactique)). Ainsi l'exploitation de ces résultats dans les
travaux de recherche sur le bioraffinage actuellement en plein essor pourrait s'avérer étre tres
intéressante.

Une autre tendance générale a souligner est la proportion plus importante d'acides
acétique, propionique et butyrique a 35°C comme a 55°C lorsque la teneur en déchets verts
est de 50 % et plus. L'acide propionique est d'ailleurs totalement absent lorsque la teneur en
biodéchets est de 100 ou 75 %.

En conclusion, il semblerait ainsi que lorsque la proportion de biodéchets est
importante, les étapes d'hydrolyse et d'acidogenése orientent les voies métaboliques vers la
production d'acide lactique (particulierement a 35°C) alors que 1'augmentation de la teneur en
déchets verts (et donc la diminution de celle de biodéchets) favorise la production d'acide
acétique, propionique et butyrique.

o Effet de la proportion de déchets verts sur la concentration en azote
ammoniacal

La Figure 133 présente la concentration en ion ammonium dans la phase liquide des
incubations en fonction du pourcentage de déchets verts a 35 et 55°C. Il peut étre observé
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qu'aux deux températures utilisées, la concentration en ion ammonium augmente avec le
pourcentage de déchets verts.

[NHa'] {g.L')

D I I I I 1
0% 25% 50% 75% 100%

Pourcentage de déchetsverts
—— 3% —m—55°C

Figure 133 : Concentrations en NH,4" en fonction de la teneur en déchets verts a 35°C et 55°C.
(Moyenne de chaque triplicat, les barres d'erreurs représentent l'écart-type).

Des concentrations maximales similaires (environ 8 g.L™) sont atteintes a 35°C et 55°C
lors des expériences sur déchets verts. Il peut cependant étre noté que la concentration en
NH," augmente fortement dés que la teneur en déchets verts est de 25 % du mélange a 35°C
et de 50 % a 55°C. Ces résultats confirment donc qu'une augmentation de la proportion de
déchets verts introduits dans le méthaniseur, conduit bien a une augmentation de la
concentration en ion ammonium, et que d'importantes concentrations peuvent étre atteintes
dans des méthaniseurs de déchets opérant en méthanisation humide en conditions mésophile
aussi bien que thermophile.

L'ajustement du ratio biodéchets/déchets verts apparait donc comme étant un parametre
opérationnel essentiel qu'il est nécessaire de contréler afin d'éviter une inhibition des
processus de digestion anadrobie. Cependant étant donné qu'une inhibition de Ia
méthanogenese a €té observée dans la quasi-totalité¢ des incubations de cette expérience a la
fois a basse et haute concentration en azote ammoniacal, certainement en raison des fortes
teneurs en AGV atteintes, il n'a pas été possible d'évaluer I'effet de cette augmentation de la
concentration en ion NH, sur les cinétiques de production de méthane et les éventuelles
inhibitions qui auraient pu se produire. Une nouvelle série d'expériences a alors
spécifiquement été réalisée afin d'étudier ces effets.

4.2.3. Effet d'une introduction de déchets verts / ammonium sur un processus
de méthanisation thermophile de biodéchets stabilisé.

Pour cette expérience, différents essais (incubations de biodéchets avec régulation du
pH) ont du étre réalisés préalablement afin de rendre possible la méthanisation de biodéchets
par l'inoculum initialement issu d'un méthaniseur de déchets thermophile. Une fois le
processus de méthanisation stabilisé, I'inoculum ainsi préparé a été utilisé pour réaliser les
expériences dont les résultats sont présentés ci apres. Comme rappelé en introduction de cette
partie, apres une premicre incubation de biodéchets, lorsque la production de biogaz a atteint
les 2/3 de la production attendue, des biodéchets ont été introduits, mélangés soit avec 8 g.L”!
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de NH," (essais BN) soit avec 75 % de déchets verts (essais BV). Un témoin a également été
réalisé en réinjectant seulement des biodéchets (essais B). L'ensemble des essais a été réalisé
en duplicat.

La nomenclature de cette seconde série d'expériences est donnée dans le Tableau 49.

Tableau 49 : Nomenclature des expériences en microcosmes.

Incubations Inoculum Substrat [Substrat] Milieu T (°C) [NH,'] (g.L'l)
100 % Biodéchets puis au
B 2/3 de la production de | o de 0
(1et2) méthane, 100 % Biodéchets gde
d MV, puis
€ nouveau .
Inoculum de . . de Solution 0, puis 8g.L"
digesteur 100 % Biodéchets puisau  nouveau 1 carbonate ’lors de l'a
BN thermoghile adapté 2/3 de la production de gde MV utilisée pour 55 seconde
(let2) X P P méthane, 100 % Biodéchets au 2/3 de ajuster le . .
a la consommation R introduction de
. . de nouveau la taux de MS a .,
de biodéchets roduction 90 % biodéchets
100 % Biodéchets puis au P de ’
BV 2/3 de la production de .
. th
(1et2) méthane, 25 % Biodéchets / e 0

75 % déchets verts

4.2.3.1. Résultats expérimentaux obtenus

4.2.3.1.1. Analyses de la phase gazeuse

La courbe de production de dioxyde de carbone cumulée (Figure 134, A) montre deux
phases de production qui correspondent, d’une part, au lancement des incubations avec
uniquement des biodéchets (jour -7 a 0) et d'autre part, a la production suite a la réinjection de
biodéchets seuls (témoins B), de biodéchets mélangés a 8 g L™ de NH4" (BN) et de biodéchets
mélangés a 75 % de déchets verts (BV) (jour 0 a 31). Les productions de dioxyde de carbone
sont relativement similaires entre les trois séries d'incubation pendant toute la durée des
essais. Cependant, si elles sont totalement identiques pendant la premiere phase de
l'expérience (avant la réinjection de déchets), quelques différences peuvent toutefois étre
observées suite a la réinjection de déchets (matérialisée par la ligne violette au jour O sur la
Figure 134). La production de dioxyde de carbone redémarre plus lentement dans les pilotes
BV et connait une rupture de pente au jour 3, qui traduit une diminution de la vitesse de
production. Les volumes finaux des séries B et BN sont identiques (415 L.kg™' de MV) alors
que celui des pilotes de la série BV est 1égérement inférieur (387 L.kg"' de MV)

Les courbes de production de méthane cumulée (Figure 134, B) présentent également
deux phases de production. Avant la réinjection, les productions de méthane cumulées sont
identiques pour les séries B, BN et BV, ce qui est normal puisque le méme biodéchet a été
introduit dans l'ensemble des pilotes pendant cette période. Suite a la réinjection,
d'importantes différences peuvent étre notées. La production de méthane des pilotes BN est
cinétiquement plus lente que celle des autres séries. De plus, elle se stabilise a une valeur
inférieure (453 L.kg"' de MV). La production de méthane des pilotes BV est cinétiquement
identique a celle de la série témoin B pendant les trois jours et demi qui suivent l'injection du
mélange biodéchets /déchets verts. Ensuite, un ralentissement brusque de la cinétique de
production de méthane est observé. Le volume final de méthane produit atteint une valeur
intermédiaire entre les séries B et BN (497 L.kg" de MV). Enfin, le volume final de méthane
produit pour la série B est le plus important (543 Lkg" de MV).
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Figure 134 : Production cumulée de dioxyde de carbone (A) et méthane (B).
(Les courbes représentent la moyenne de chaque duplicat de colonnes, les barres d'erreurs représentent les
écart-types, La ligne violette matérialise le jour de l'injection).

4.2.3.1.2. Analyses de la phase liquide

Des mesures des concentrations en acides organiques (acide lactique, formique,
acétique, propionique, iso-butyrique et butyrique) ont été réalisées au cours des deux phases
des expériences. Ces données sont présentées en Figure 135. L'évolution des concentrations
est similaire pour les trois essais avant I'étape d'injection, ce qui illustre la reproductibilité du
systéme expérimental utilisé. Suite a l'injection, des proportions d'AGV différentes sont
observées. On peut notamment remarquer que dans les essais B et BV, la concentration
d'acide acétique a fortement diminué (environ 2,5 g.L™') alors que dans les essais BN, cette
derniére a augmenté et a atteint une valeur proche de 15 g.L"'. On observe également que
l'acide butyrique n'est mesuré a cette date (jour 3), que dans les essais B et, qu'au contraire,
l'absence d'acide iso-butyrique est spécifique aux essais BN. Au jour 3, le seul point commun
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entre les trois essais (B, BN et BV) est la présence d'acide propionique en concentration
similaire. En fin d'expérience (i.e. jour 31), les proportions d'AGV observées pour les trois
modalités sont proches (4 a 5 g.L”' d'acide propionique et autant d'acide isobutyrique). La
seule différence concerne la présence d'acide formique dans les essais BV.
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O acide formique H acide butyrique
O acide propionigue O acide Isobutyrique
@ acide acétique B acide lactique

Figure 135 : Concentrations en acides organiques pour les incubations B (A), BN (B) et BV (C).
(Les courbes représentent la moyenne de chaque duplicat de colonnes,
La ligne violette matérialise le jour de la l'injection).

4.2.3.1.3. Analyses isotopiques
Les résultats des mesures de compositions isotopiques sont présentés en Figure 136.
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Figure 136 : Evolution des compositions isotopiques du CO, et CH, pour les incubations B, BV et BN.

Suite aux différents types d'injections réalis€ées au jour 0 (matérialisées par la ligne
pointillée violette sur la Figure 136), les évolutions des signatures isotopiques vont se
différencier. La composition isotopique du méthane produit dans les essais B (injection de
biodéchets) augmente immédiatement a des valeurs caractéristiques d'une production de
méthane par méthanogenese acétoclaste. A partir du jour 3, une lente diminution de la
composition isotopique du méthane s’amorce, du fait d’une augmentation de la part de
méthane produit par méthanogenese hydrogénotrophe. Pour les essais BN (injection de
biodéchets + NH;") et BV (injection de biodéchets + déchets verts), une trés légére
augmentation de la composition isotopique du méthane est également observée apres
l'injection. Cependant, les valeurs et I'évolution des courbes laissent plutdt penser que dans
ces incubations, le méthane est essentiellement produit par méthanogenese hydrogénotrophe.

4.2.3.2. Discussion

Les essais avant la phase d'injection présentent, d'aprés l'ensemble des résultats, un
comportement bien reproductible. Le systéme expérimental développé pour dtudier le
processus de digestion anaérobie en simulant les conditions d'un méthaniseur thermophile
opérant a un taux d'humidité de 90 %, est donc suffisamment robuste pour permettre
d'interpréter les différences entre les résultats obtenus et donc d'étudier l'effet d'une
introduction de déchets verts ou d'azote ammoniacal.

Lorsque du biodéchet est introduit, le méthane est produit rapidement par
méthanogenese acétoclaste durant les trois jours suivants l'injection de biodéchets. La
diminution de la composition isotopique observée ensuite pourrait étre la résultante de la mise
en place de I'oxydation syntrophique du propionate. Ainsi, il est intéressant de remarquer que,
lors de la dégradation de ce biodéchet en condition thermophile, des évolutions de
compositions isotopiques et donc de métabolismes identiques a celle observées lors de la
dégradation d'un DND en condition mésophile sont observées. Ce résultat illustre a nouveau
le fait que la méthanogenese ne se produit pas systématiquement par la voie hydrogénotrophe
en condition thermophile.

_274 -



Chapitre 4 : Résultats et discussion

Lorsque ce méme biodéchet est introduit mélangé avec une quantité importante de NH,"
(incubation BN), un comportement différent est observé puisque la production de méthane est
alors nettement plus lente que dans les incubations témoin en absence d'ajout d'azote
ammoniacal (incubation B). L'effet de l'injection est immédiat puisque la vitesse de
production de méthane subit un ralentissement en comparaison de celle observée dans les
incubations dans lesquelles du NH;" n'a pas été introduit. Les mesures des concentrations des
acides organiques montrent que, dans ces essais (BN), la concentration d'acide acétique
augmente de 8 g.L” (jour 0) a 15 g.L”' (jour 3), alors que celle-ci diminue rapidement dans les
incubations témoins. Il semblerait donc que l'introduction d'une forte concentration en NH;"
dans le milieu, ait entrainé une inhibition de la méthanogenese. Une 1égeére augmentation de la
composition isotopique du méthane est tout d'abord observée. Cependant, le fait qu'elle
n'atteigne pas des valeurs clairement acétoclastes, comme cela est observé dans les
incubations témoins, montre qu'une inhibition de la méthanogenese acétoclaste s'est
probablement produite. L'importante quantité d'acétate accumulée suite a l'inhibition partielle
de la méthanogenese est ainsi trés probablement consommeée par réaction d'OSA, d’ou les
signatures isotopiques mesurées. Ce résultat met en évidence que, pour un substrat plus
complexe que l'acétate, ici le biodéchet, la présence de concentrations importantes d'azote
ammoniacal entraine la mise en place d'une oxydation syntrophique.

Enfin, lorsqu'un mélange biodéchets / déchets verts est injecté (incubation BV), aucun
effet immédiat n'est observé sur la production cumulée de méthane et celle-ci est similaire a
celle de la série témoin B jusqu'au jour 3. A partir du jour 3, cette production va connaitre un
ralentissement significatif. Les mesures des concentrations d'acides organiques ne révelent
pas d'accumulation d'acétate dans les incubations BV entre les jours 0 et 3. Cette absence
d'accumulation de l'acétate est en accord avec le fait que la production de méthane démarre,
dans l'incubation biodéchets / déchets verts, de la méme mani¢re que dans l'incubation
témoin. En effet, cela confirme que la méthanogenése n’a pas été¢ inhibé, dans un premier
temps, probablement dii a la production progressive de NH;" lors de la dégradation des
déchets verts. Cependant, la signature isotopique du méthane est distincte de celle de
l'incubation témoin et reste a des valeurs plutét caractéristiques de la méthanogenése
hydrogénotrophe.

4.2.4. Conclusion

Dans un premier temps, ces expériences ont permis de confirmer que plus la proportion
de déchets verts est importante dans un mélange biodéchets/déchets verts plus la quantité
d'azote ammoniacal produite était importante.

D'autre part, lors d'une expérience simulant 1'introduction d'une quantité importante de
déchets verts dans un méthaniseur thermophile acclimaté a la dégradation de biodéchets, il a
¢té mis en évidence que lorsque du biodéchet était introduit, le méthane était produit
essentiellement par méthanogenese acétoclaste alors que, dans le cas dun mélange
biodéchets/déchets verts, un changement de métabolisme semblait se produire entrainant la
mise en place d'une méthanogenese hydrogénotrophe via une OSA. Des résultats similaires
ont été observés lorsqu'une quantité importante de NH, " a été introduite avec du biodéchet.

Ce changement de métabolisme observé dans les expériences avec le mélange de
déchets verts/biodéchets et le biodéchet enrichi en azote ammoniacal n'a cependant pas
entrainé les mémes effets sur la production de méthane. En effet, alors que le ralentissement
de la production de méthane est immédiat lorsque du NH; a été introduit, il intervient
beaucoup plus tard dans le cas de l'incubation ayant recue le mélange déchets
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verts/biodéchets. Ces résultats pourraient s'expliquer par le fait que, lorsque le NH;" est
introduit directement, l'inhibition a été brutale alors que, dans le deuxi¢éme cas, l'azote
ammoniacal étant produit progressivement lors de 1'hydrolyse des déchets verts, les micro-
organismes ont réussi a s'acclimater. L'inhibition observée par la suite pourrait étre due au fait
qu'une quantité trés importante d'azote ammoniacal se soit accumulée, entrainant ainsi une
inhibition partielle du métabolisme précédemment mis en place.

Ces résultats préliminaires montrent bien l'intérét de 1'approche isotopique pour 1'étude
de la codigestion déchets verts/biodéchets. Cependant, des expériences complémentaires
seront nécessaires avant de pouvoir réellement tirer des conclusions d'ordre opérationnel.

5. [Expérience sur site : ISDND
5.1. Introduction

5.1.1. Objectifs de 1'étude

L'ISDND peut étre considérée comme un systéme fermé au sein duquel des processus
biochimiques conduisent a la dégradation plus ou moins complete des déchets. Cette
biodégradation entraine la formation de biogaz qui est extrait hors du massif de déchets afin
d'étre brilé ou valorisé. La consommation des molécules contenant le moins d'isotope 13 du
carbone (isotope "lourd") peut conduire a un enrichissement en carbone 13 du stock de
carbone contenu dans le massif de déchets (notamment lors de I'étape de méthanogenese
hydrogénotrophe ou le dioxyde de carbone "léger" va €tre consommé préférentiellement et
ainsi conduire a l'enrichissement du dioxyde de carbone restant dans le milieu).

Dans les expériences réalisées au laboratoire, les mesures de compositions isotopiques
du carbone ont été utilisées pour étudier les mécanismes de dégradation des déchets. Les
expériences réalisées sur une ISDND de SITA France ont pour but d’évaluer la possibilité
d’élaborer de nouveaux indices de maturité des déchets en ISDND reposant sur des mesures
de compositions isotopiques.

5.1.2. Mise en ccuvre

Un nombre important de prélevements (50 prélevements) a été réalisé les 15 et 16 juillet
2009. Suite a des discussions préalables avec les exploitants, les puits de biogaz du site ont été
classés en trois catégories en fonction de l'age des casiers (Figure 137) :

e Zonel: 1977 a 1987
e Zone?2:1987 a1996
e Zone 3 :1996 a 2009

Dans chacune des zones, un maximum de prélevements de biogaz a été réalisé en
fonction des possibilités. Les prélévements ont été réalisés directement sur les puits de biogaz
(en dépression) a l'aide d'une seringue a gaz (Figure 138) puis transférés dans un vacutainer
pour analyse de la composition isotopique du méthane et du dioxyde de carbone au
laboratoire.
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Zone 1
Zone 2
Zone 3

Figure 137 : Découpage en zone de I'ISDND de SITA France.

>

Seringue a gaz

Dispositif de
prélevement

/ Puits de biogaz

Figure 138 : Prélévements de biogaz.

Enfin des prélévements liquides correspondant a chacune des zones (1 a 3) ont été
réalisés pour analyse de la composition isotopique du carbone inorganique dissous. Chacun
des échantillons liquides est ensuite injecté dans un premier vacutainer et acidifié. Le dioxyde
de carbone libéré par l'acidification est ensuite prélevé et placé dans un second vacutainer a
l'aide d'une seringue a gaz. L'analyse de la composition isotopique est réalisée sur le second
vacutainer de maniere identique a celle des biogaz prélevés.
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5.2. Résultats expérimentaux obtenus

Il semblerait que certains puits de biogaz, du fait de fortes dépressions principalement,
n'aient pas permis aux prélevements de se faire de manicre correcte. Sur l'ensemble des
prélevements réalis€s sur site (50 prélevements), la moiti€¢ présentait des teneurs en méthane
et/ou dioxyde de carbone insuffisantes pour pouvoir utiliser les résultats obtenus avec
confiance. Toutefois, I'autre moitié des prélevements s'est déroulée de maniere satisfaisante
(21 sur 50). Ce sont donc uniquement ces résultats qui sont présentés dans la suite de cette
partie.

Les mesures de composition isotopique du méthane et du dioxyde de carbone ainsi que
les valeurs de facteur de fractionnement apparent sont présentés en fonction de leurs zones de
prélevement en Figure 139.
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Figure 139 : Résultats des analyses de composition isotopique.
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Le Tableau 50 indique le nombre de prélevements réalisé dans chaque zone, la valeur
moyenne, 1'écart-type, le minimum et le maximum pour la composition isotopique du méthane
et du dioxyde de carbone.

Tableau 50 : Moyenne, écart-type, minimum et maximum des compositions isotopiques du CO, et du CH,
mesurés sur I'ISDND de SITA France.

Zone de prélévement 1 2 3 Total
Nbr de prélévements 6 6 9 21
Moyenne 5" CH, (%o) -59,06 -59,45 -60,38 -59,73
Ecart-type 8" CH, (%o) 1,61 1,39 0,73 1,30
Maximum &"“CH, (%o) -56,35 -57,00 -59,10 -56,35
Minimum 6"“CH, (%o) -60,90 -60,57 61,15 61,15
Moyenne 5"°CO, (%o) 6,39 11,72 10,98 9,88
Ecart-type 8" CO, (%o) 4,83 1,83 4,77 4,58
Maximum §°CO, (%o) 13,45 13,59 16,89 16,89
Minimum §"CO, (%o) -0,50 8,39 2,76 -0,50

Les trois échantillons de lixiviats provenant respectivement de puits de lixiviat des
zones 1, 2 et 3 ont été utilisés afin d’analyser la composition isotopique du CID. Les résultats
obtenus sont présentés dans le Tableau 51.

Tableau 51 : Moyenne, écart-type, de la composition isotopique du CID
mesurés sur I'ISDND de SITA France.

Zone de prélévement 1 2 3 Total
Nbr de prélévements 1 1 1 3

Moyenne 8" *CH, (%o) 20,255 19,706 20,024 19,995
Ecart-type 8" CH, (%o) 0,057 0,085 0,201 0,266

5.3. Discussion

L'étude bibliographique (cf. Chapitre 2, 2.4.4.1 Mesure de la composition isotopique des
effluents d'ISD) situe la composition isotopique du méthane et du dioxyde de carbone
mesurée dans des ISDND, dans des gammes de valeurs de -42 %o a -61 %o et de -7 %o a
+20 %o respectivement. Les valeurs mesurées dans le biogaz de 'ISDND SITA France sur
laquelle les prélevements ont été réalisés, correspondent aux valeurs bibliographiques
(moyenne de -59,73 %o pour le méthane et de 9,88 %o pour le dioxyde de carbone).

Les mesures de composition isotopique ne présentent pas de différence significative
(pour le méthane et pour le dioxyde de carbone) en fonction de la zone de préleévement
(Figure 139, A & Tableau 50). Les mesures de compositions isotopiques réalisées sur le
biogaz ne permettent donc pas de différencier les phases d'exploitation en fonction de leurs
ages.

Le calcul du facteur de fractionnement apparent (Figure 139, B) situe la production de
méthane plutét par voie hydrogénotrophe. Cette interprétation est a considérer avec
précaution car peu de cas d'étude en systéme complexe existe et parce que les valeurs de
composition isotopique du CO, sont €levées ce qui complique l'interprétation des données.
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En effet, I'enrichissement isotopique du dioxyde de carbone (ou des carbonates du
milieu) peut entralner un chevauchement des plages des compositions isotopiques
caractéristiques du méthane produit par voie acétoclaste et hydrogénotrophe comme l'illustre
la Figure 140.

CO,/CID « Iéger » CO,/CID « lourd »

10 %o CO,

CO, 0 %o

Acétate -20 %o | Acétate

CH, CH, CH,
> -60 %o

CH,

Figure 140 : Effet de I'enrichissement isotopique du CO, sur les plages de composition isotopique des
différentes voies métaboliques méthanogénes.

Dans le cas de figure ou le CO, est particuliecrement enrichi, le facteur de
fractionnement apparent (qui repose sur l'écart entre la composition isotopique du CO; et du
méthane) sera alors identique quelque soit la voie métabolique utilisée.

L'étude bibliographique (cf. Chapitre 2, 2.4.4.1 Mesure de la composition isotopique des
effluents d'ISD) situe la composition isotopique du carbone inorganique des lixiviats mesurée
dans des ISDND dans un intervalle de valeurs comprises entre -5,1 %o et +22 %o. Les valeurs
mesurées dans les lixiviats de 1ISDND SITA France correspondent aux valeurs
bibliographiques (moyenne de -19,99 %o).

Les mesures de composition isotopique du CID réalisées sur des échantillons de lixiviat,
provenant de chacune des zones d’ages différents, ne présentent également pas de différence
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significative (Tableau 51). Les mesures de composition isotopique réalisées sur le lixiviat ne
permettent donc pas de différencier les phases d'exploitation en fonction de leurs ages.

5.4. Conclusion

La série de mesures réalisée sur une ISDND de SITA France avait pour objectif de
tester les potentialités d’une utilisation de I’approche isotopique en vue d’établir un indicateur
de maturité permettant d'estimer 1’état de dégradation du massif de déchets. Les résultats
obtenus lors de ces essais ne permettent pas de mettre en évidence des différences de
signatures isotopiques en fonction des différentes zones d’ages. 1l est possible, que les déchets
en ISDND, du fait d'une diffusion trés progressive des liquides, produisent, a I'échelle des
zones étudiées, du biogaz de composition similaire en raison de la mise en place progressive
et continu de nouvelles zones de dégradation. L’approche envisagée ne semble donc pas
applicable a 1’échelle de I'ISDND. D'autre part, 1'identification du métabolisme responsable
de la production du méthane présent dans le biogaz prélevé sur une ISDND est rendue
compliquée par le fait que des valeurs de composition isotopique du dioxyde de carbone
particulierement élevées sont observées. En effet I'enrichissement du dioxyde de carbone au
cours de la dégradation des déchets entraine un chevauchement des compositions isotopiques
du méthane produit par les voies métaboliques acétoclaste et hydrogénotrophe.

Toutefois, les compositions isotopiques mesurées sont bien comprises dans la gamme
des valeurs bibliographiques obtenues sur d'autres ISDND. Les compositions isotopiques
mesurées dans le biogaz (notamment celle du dioxyde de carbone) sont spécifiques de ce type
d'installation. Cela conforte les possibilités d’une utilisation des mesures de composition
isotopique afin de confirmer ou d’infirmer une éventuelle contamination de 1’environnement
lide a l'exploitation d'une ISDND.
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Conclusion générale

Ce travail de recherche avait tout d'abord pour objectif de valider les possibilités d'une
application de l'approche isotopique a 1'étude des métabolismes de production de méthane
dans les systemes industriels de traitement de déchets opérant en conditions anaérobies. Des
expériences ont ainsi été réalisées afin de mesurer les facteurs de fractionnement isotopique
engendrés par des inocula provenant de systémes industriels de traitement des déchets, car ces
données étaient absentes de la littérature. Les résultats obtenus ont mis en évidence que, pour
des inocula sélectionnés de facon intensive dans les installations industrielles (ISDND et
méthaniseur), les facteurs de fractionnement isotopique mesurés sont similaires a ceux
classiquement retrouvés dans les écosystémes naturels (sols, riziéres,...). Ils sont donc
¢galement bien distincts pour les deux grandes voies de la méthanogenese que sont la
méthanogenese hydrogénotrophe et acétoclaste. De plus, il a été mis en évidence que l'effet de
la température sur les facteurs de fractionnement isotopique mesurés, semble é&tre peu
important entre les deux gammes de températures classiquement rencontrées dans les
systémes de traitement des déchets (mésophiles et thermophiles). Certaines limites ont tout de
méme ¢té mises en évidence. Ainsi, la présence de fortes pressions partielles en hydrogene
entraine l'obtention de valeurs de facteurs de fractionnement isotopique, pour la voie
métabolique hydrogénotrophe, distinctes mais relativement proches de celles de la voie
métabolique acétoclaste. Cependant, dans les systémes de traitement de déchets étudiés, les
teneurs en hydrogene restent généralement inférieures a celles entrainant 1'obtention de ces
fractionnements isotopiques atypiques.

Il est a noter que la mise en ceuvre d'une approche isotopique marquée, reposant sur
l'utilisation d'acétate enrichi en °C & 100 % sur le groupement méthyle, a permis de valider
I'approche isotopique naturelle puisque les interprétations découlant de ces deux
méthodologies se sont avérées étre concordantes.

L'approche isotopique proposée apparait donc étre adaptée et applicable a I'étude
des voies métaboliques méthanogénes lors de la digestion anaérobie des déchets.

Apres avoir été validée, 1'approche isotopique a été mise en ceuvre afin d'étudier I'effet
de différents parametres opérationnels, tels que la température et la concentration en azote
ammoniacal, sur les voies métaboliques de la méthanogenese, lors de la digestion anaérobie
des déchets. Couplée a des analyses relevant de la microbiologie moléculaire, cette approche
a, de plus, permis d'apporter des éléments permettant d'expliquer les changements de
population microbienne observés.
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Les principaux résultats relatifs a I'effet de la température sur la digestion anaérobie des
déchets, et plus particulierement sur l'orientation des voies métaboliques méthanogenes lors
de ce processus sont synthétisés ci-dessous.

L'approche isotopique a tout d'abord été utilisée lors d'expériences sur la dégradation
des déchets en conditions mésophiles dans des incubations de type batch et en conditions
saturées. Elle a permis de révéler qu'une succession de différents métabolismes a 1'origine
de la production de méthane se met en place (acétoclaste puis mélange de métabolismes
acétoclaste/hydrogénotrophe) en conditions mésophiles. La combinaison des mesures de
compositions isotopiques et des analyses microbiologiques a ensuite permis de mettre en
évidence que des membres de la famille Methanosarcinaceae semblaient étre impliqués
dans la production du méthane tout au long de I'incubation, quelque soit le métabolisme
mis en jeu. Ce résultat met ainsi en évidence la versatilité métabolique de cette famille
d'archées dans un écosystéme complexe.

La comparaison de ces résultats avec ceux obtenus a 55°C lors d'incubations similaires,
a clairement mis en évidence que la température avait un effet sur les voies métaboliques
utilisées lors de la digestion anaérobie des déchets. En effet, si en conditions thermophiles,
I'hydrolyse des déchets a bien conduit a la formation d'acétate, d'apres les mesures de
composition isotopique, la totalité du méthane produit dans ces incubations 1'a été par
méthanogenése hydrogénotrophe. Il apparait ainsi que, dans ces incubations réalisées en
conditions thermophiles, l'acétate est consommé par une réaction d'oxydation
syntrophique de l'acétate. Les micro-organismes méthanogenes identifiés (Methanoculleus
thermophilus) sont différents de ceux rencontrés a 35°C. Le fait que ces archées soient
connues pour étre capables de réaliser uniquement la méthanogenese hydrogénotrophe, a
permis de conforter les interprétations issues des données isotopiques. L'étude de I'effet de la
température (35°C vs 55°C) sur la dégradation de déchets en conditions anaérobies, met
également en évidence des différences importantes en terme de temps de latence (quasi
inexistant a 55°C, 20 jours a 35°C) et de production de méthane (production plus
importante a 35°C). La production plus faible de méthane observée en conditions
thermophiles pourrait s'expliquer par le fait qu'une part plus importante de carbone
difficilement dégradable soit formée dans ces conditions.

Des résultats complémentaires sur l'effet de la température ont été obtenus lors
d'incubations d'acétate en présence de différents types d'inocula, réalisées a 35°C et 55°C, afin
d'étudier plus finement le déterminisme des différences métaboliques observées
précédemment (acétoclaste a 35°C et hydrogénotrophe a 55°C). Ces résultats ont montré que
ces différences ne s'établissaient pas de fagon systématique. En effet, lorsqu'un inoculum issu
d'un lixiviat d'ISDND a été utilisé, cette méme différence de métabolisme en fonction de la
température a ¢été observée, alors qu'avec un inoculum de méthaniseur thermophile, la
situation s'est avérée étre plus complexe. Dans certaines incubations le méthane y a été
produit par méthanogenese hydrogénotrophe en conditions mésophiles et par méthanogenése
acétoclaste en condition thermophile. L'analyse de I'ensemble des données obtenues lors de
cette partie du travail semble montrer que la concentration en ammoniac, (molécule suspectée
d'inhiber prioritairement la méthanogenese acétoclaste et dont la concentration dans le milieu
dépend de la température) pourrait étre responsable de ce changement de métabolisme. 1l est
donc envisageable que 1'augmentation de la température, en entrainant un accroissement
de la proportion d'azote ammoniacal sous la forme libre, soit indirectement a 1'origine
de [I'inhibition des méthanogénes acétoclastes en condition thermophile. Les
hydrogénotrophes, en général plus résistantes a cette forme d'inhibition, pourraient
donc dans ces conditions étre les seules archées capables de produire du méthane a
partir de I'acétate via une oxydation syntrophique avec une bactérie.

- 286 -



Conclusion générale

Concernant I'effet de I'azote ammoniacal sur 'orientation des voies métaboliques lors de
la digestion anaérobie des déchets, les principaux résultats obtenus sont synthétisés ci-
dessous.

Des expériences de dégradation d'acétate réalisées en conditions mésophiles ont tout
d’abord confirmé qu'une augmentation de la concentration d'azote ammoniacal orientait
la production de méthane vers une réaction d'oxydation syntrophique de I'acétate. Alors
que ce changement de métabolisme, lors d'incubations réalisées a partir d'un inoculum adapté
a la consommation de l'acétate par voie acétoclaste, entraine l'apparition de temps de
latence importants et une diminution de la vitesse de production de méthane, aucune
différence de rendement de production finale de méthane n'a été mise en évidence. Des
réinjections d'acétate dans ces incubations a haute concentration en azote ammoniacal, ont
ensuite permis de montrer qu'une fois la réaction d'oxydation syntrophique de 1'acétate
mise en place et la population microbienne adaptée, aucune phase de latence n’est
nécessaire avant le démarrage de la production de méthane par OSA.

Un résultat particulierement intéressant a été obtenu lors des expériences réalisées a
haute concentration en azote ammoniacal et avec différentes quantités d'inoculum,
puisque deux réactions distinctes d'oxydation syntrophique ont pu étre mises en
évidence grace aux mesures de compositions isotopiques et des analyses microbiologiques.
Lorsque des quantités importantes d'inoculum ont été introduites, la réaction d'OSA implique
des archées du genre Methanoculleus pour la réalisation de la méthanogenese
hydrogénotrophe et des bactéries pour la réalisation de 1'oxydation de I'acétate. A plus faible
quantité¢ d'inoculum, les membres de la famille Methanosarcinaceae pourraient étre
impliqués a la fois dans la réalisation de la méthanogenése hydrogénotrophe et de
I'oxydation de 1'acétate. Cette hypothese semble d'autant plus plausible qu'il a été mis en
évidence récemment que certains membres de cette famille d'archées présentaient les
capacités métaboliques leur permettant de réaliser 1'oxydation de l'acétate. Des analyses
complémentaires (étude de l'arrangement spatial des archées et des bactéries, NanoSIMS,
métaprotéomique) ont permis d'apporter des éléments permettant d'étayer cette hypothese.

D'un point de vue plus opérationnel, deux séries d'expériences ont été réalisées.

La premiere utilise un dispositif permettant de simuler le devenir d'un volume
¢lémentaire de déchets au sein d'une ISD bioactive. Les résultats montrent clairement que la
nature de 'effluent recirculé a un impact important, essentiellement sur le temps de
latence nécessaire a la mise en place de la méthanogenése dans le massif de déchets.
Ainsi, l'injection d'une boue de station d'épuration entraine un démarrage rapide de la
production de méthane, certainement en raison de l'apport important de micro-organismes
méthanogeénes qui en résulte. L'injection d'un lixiviat de plateforme de compostage de déchets
verts semble, quant a elle, favoriser, pour une raison qu'il n'a pas été possible d'identifier, la
mise en place de la méthanogenese tout le long de la colonne de déchets, comme l'illustre la
diminution plus rapide de la quantité de mati¢re organique présente dans les lixiviats de ces
pilotes. Enfin, l'introduction d'un lixiviat d’ISDND chargé en azote ammoniacal, conduit
a un allongement des temps de latence important pouvant étre expliqué par le fait que,
dans ce cas, une réaction d’oxydation syntrophique de I’acétate se soit mise en place en
raison des fortes concentrations en azote ammoniacal atteintes au sein des déchets. 11 est
a noter que, par contre, dans ces expériences, la vitesse de production de méthane, une fois
que cette dernicre a débuté, n’est pas significativement différente quelque soit la
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concentration en azote ammoniacal de l'effluent utilisé, tout comme les rendements de
production de méthane.

La seconde regroupe un ensemble d'expériences réalisées en microcosmes, a des taux
d'humidité similaires a ceux pratiqués en méthanisation industrielle humide, visant a étudier la
codigestion biodéchets/déchets verts, et plus particulierement les effets de I'introduction d'une
quantité de déchets verts importante au sein d'un méthaniseur recevant essentiellement des
biodéchets, comme cela se produit dans certains méthaniseurs au printemps. Les résultats
obtenus ont tout d'abord permis de confirmer que l'introduction de déchets verts au sein de
biodéchets, en conditions mésophiles et thermophiles, entrainait 1'augmentation de la
concentration en azote ammoniacal dans le milieu. Par ailleurs, l'introduction d'une
quantité importante de déchets verts et/ou de NH," favorise, en conditions thermophile, une
production de méthane par méthanogenése hydrogénotrophe, alors que celle-ci se fait par
méthanogenese acétoclaste lorsque seul un biodéchet est présent. Ce changement de
métabolisme pouvant s'expliquer par la présence de fortes concentrations en azote
ammoniacal, n'a cependant pas entrainé de ralentissement trés important de la production de
méthane dans le cas ou le déchet vert a été introduit, contrairement a ce qui a été observé lors
de l'ajout d'azote ammoniacal directement. Ainsi, des travaux supplémentaires apparaissent
nécessaires pour mieux appréhender les effets réels du changement métabolique mis en
évidence.

L'ensemble des résultats obtenus au cours de ces travaux de these confirme que la
température et la concentration en azote ammoniacal sont des paramétres ayant directement
ou indirectement une influence importante sur le processus de digestion anaérobie de la
fraction organique des déchets.

Un certain nombre d'enseignements d'ordre plutét opérationnel peuvent étre mis en
avant a partir des résultats obtenus lors des expériences réalisées au laboratoire. Il est
cependant important de prendre en considération le fait que ces expériences ont été réalisées
lors d'essais simulant a une échelle réduite et de fagon trés simplifiée les procédés et qu'il n'est
donc pas possible d'extrapoler stricto sensu ces conclusions a l'échelle des installations de
traitement de déchets.

(1) La dégradation des déchets en conditions thermophiles semble permettre
un démarrage plus rapide de la production de méthane, mais conduit a un
rendement de production inférieur a celui qui est obtenu en conditions
mésophiles. Cette diminution de production en condition thermophile pourrait
étre due a la formation de DCO dure.

(i1) Une augmentation de la concentration en azote ammoniacal entraine un
changement de métabolisme (acétoclaste vers oxydation syntrophique de
l'acétate). Ce changement s'accompagne généralement de temps de latence
importants et dans certains cas d'une diminution de la vitesse de production du
méthane. Cependant, aucune différence de rendement final de production n'a
pu étre constatée. De plus, une fois les micro-organismes acclimatés et la
réaction d'oxydation syntrophique de l'acétate mise en place, aucune phase de
latence n’est nécessaire avant le démarrage de la production de méthane.
L'ensemble des données obtenues met ainsi en évidence qu'il semble possible
d'obtenir une stabilité des processus de dégradation de l'acétate, a la fois
a basse et haute concentration en azote ammoniacal par méthanogenése
acétoclaste et hydrogénotrophe respectivement. Au-dela d'une certaine
concentration en azote ammoniacal, une inhibition totale de la méthanogenése
aurait certainement été observée.
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(ii1) L'augmentation des temps de latence ou les comportements non reproductibles
observés, que ce soit lors d'un changement de température ou de la
concentration en azote ammoniacal, illustre le fait, comme cela a souvent été
observé sur les installations elles-mémes, qu'il est primordial de maintenir
la stabilit¢ de ces paramétres opérationnels afin de garantir un bon
fonctionnement. Les résultats obtenus lors de ce travail permettent de mettre
en ¢évidence que les dysfonctionnements observés sur site lors du
changement de certains paramétres, peuvent s'expliquer notamment par
I'inhibition de certaines voies métaboliques et donc, par la nécessaire
adaptation de la communauté microbienne présente afin qu'elle puisse
réaliser le nouveau métabolisme se mettant en place. Ainsi, par exemple, la
gestion des entrants, et notamment du ratio biodéchets / déchets verts, peut se
révéler étre un parametre clef, car une augmentation de la proportion de
déchets verts conduit a une augmentation de la concentration en azote
ammoniacal pouvant entrainer une perturbation métabolique et possiblement
un dysfonctionnement du méthaniseur.

(iv) Les résultats obtenus lors de l'expérience visant a étudier l'effet de la
recirculation de différents effluents dans une ISDND bioactive, montrent qu'il
semble tout a fait envisageable d'utiliser d'autres effluents que les lixiviats
d'ISDND eux-mémes. L'utilisation de boues de station d'épuration ou de
lixiviats de plate forme de compostage de déchets verts pourrait ainsi
permettre de pallier a l'insuffisance des volumes de lixiviat produits, afin
d'atteindre un taux d'humidité optimal pour la dégradation des déchets.

Enfin, une série de mesures réalisée sur une ISDND a permis de tester les potentialités
d’une utilisation de 1’approche isotopique pour évaluer I'état de dégradation du massif de
déchets. Les résultats obtenus lors de ces essais n'ont pas permis de mettre en évidence des
différences de signatures isotopiques en fonction de I'dge du déchet. Toutefois, les valeurs de
composition isotopique mesurées sont bien comprises dans la gamme des valeurs
bibliographiques spécifiques obtenues sur d'autres ISDND. Cet ¢élément conforte les
possibilités d’une utilisation des mesures de composition isotopique afin de confirmer ou
d’infirmer une éventuelle contamination de I’environnement. Néanmoins, les valeurs
mesurées in-situ ont également mis en évidence des compositions isotopiques du dioxyde de
carbone particulierement élevées. Ces valeurs atypiques sont a l'origine d'un recouvrement
possible des gammes de composition isotopique du méthane produit par méthanogenése
hydrogénotrophe et acétoclaste. Il devient alors difficile d’identifier le métabolisme a
I’origine de la production de méthane a partir d’un prélévement unique.

L'ensemble des résultats obtenus démontre 1'intérét de [’approche isotopique,
notamment car elle a permis de mettre en évidence l'importance de la réaction d'oxydation
syntrophique de l'acétate. Cette réaction généralement peu considérée lors de processus de
méthanisation des DND, est ainsi probablement largement sous-estimée. Il apparait
notamment important de la prendre en considération lors de la modélisation du processus de
digestion anaérobie. Le couplage des analyses isotopiques avec des analyses microbiologiques
s’est révélé un complément essentiel pour permettre une meilleure compréhension des
mécanismes mis en jeu lors des changements métaboliques mis en évidence.

Toutefois, ces approches n’ont, a ce jour, pas permis de répondre a 1’ensemble des
interrogations soulevées lors de ce travail.
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Tout d’abord, le déterminisme de I'effet de la température sur le métabolisme a I’origine
de la production de méthane n’a pas été clairement établi lors de ce travail. En effet, bien que
la concentration en azote ammoniacal soit suspectée d'étre le facteur agissant directement, il
n'est pas possible d'exclure l'effet individuel ou combiné d'autres parametres (pH,
concentration en acétate...). Il serait notamment intéressant de réaliser des incubations
complémentaires en utilisant la méthode des plans d’expériences. En effet, cette approche est
une solution envisageable afin de bien prendre en compte I’ensemble des phénomenes
d’interactions pouvant intervenir entre les différents parameétres a tester.

Le rdle exact des membres de la famille Methanosarcinaceae dans la réaction d’OSA
n’a également pas pu étre déterminé de facon formelle. La réalisation d'incubations a haute
concentration en azote ammoniacal en présence d'acétate (naturel et enrichi) en cultures pures
d'archées de la famille Methanosarcinaceae avec et sans bactéries capables d'oxyder 1'acétate,
pourrait permettre d'évaluer la capacité des Methanosarcinaceae a réaliser entierement la
réaction d'OSA.

D'autres perspectives permettant de compléter ou d'étendre l'application des approches
proposées peuvent étre envisagées.

Il serait notamment intéressant de valider et d'appliquer 'approche isotopique reposant
sur la mesure des rapports isotopiques de I'hydrogeéne, a I'étude des processus de
méthanisation des DND. En effet, le couplage des approches isotopiques relatives aux
isotopes du carbone et de I'hydrogéne permettrait, sans nul doute, de faciliter et d'assoir les
interprétations.

Le développement actuel des procédes industriels de méthanisation nécessite un effort
de recherche important afin de permettre d'évaluer directement 1'effet de certains parametres
opérationnels sur les installations afin d'en optimiser le fonctionnement. Des outils tels que
l'approche isotopique développée dans le cadre de ce travail, en permettant d'évaluer la
stabilit¢ métabolique du fonctionnement de ces installations, seraient certainement d'une
grande aide. L’apparition d’instruments plus simples (technique reposant sur une mesure
optique) en rendant possible 1'acquisition de mesures isotopiques in situ en continu, pourrait
faciliter le déploiement de cette méthodologie sur site.

Enfin, il serait intéressant d'appliquer l'approche isotopique développée, a I'é¢tude de
l'effet d'autres parameétres opérationnels (taux d'humidité, agitation....) des méthaniseurs de
déchets et a la digestion anaérobie d'autres types de matrices telles que les boues de STEP, les
lisiers...
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Annexes

Annexe 1 : Compilation de ratio C/N (données internet)

Nom

coquilles de cacahueétes

déchets alimentaires
déchets alimentaires
déchets de cuisine
déchets de cuisine
fruits

Marc de café

Marc de café

Marc de café

reste de légume
restes alimentaires
restes de cuisine
restes de cuisine
restes de fruit/légume
restes de fruit/légume
restes de fruits
restes de fruits
restes de fruits
restes de légume
restes de légume
restes de table
papier journal

papier journal

papier journal

papier journal

papier journal
aiguille de pin
aiguille de pin
aiguille de pin
aiguille de pin
aiguille de pin
déchets de jardin

déchets verts de plante
feuille d'arbre a la chute

feuilles

feuilles

feuilles

feuilles

feuilles

feuilles d'arbre
feuilles d'automne
feuilles de chéne

feuilles de chéne vertes

feuilles mortes

feuilles mortes de chéne

feuilles séches
feuilles vertes
foin

foin de graminées
foin sec

C/N
35
15
15

10a25
20425
35
20
20
20
11a13
20
12430
20425
25
25
35
35
20425
12420
10a20
15
170
175
50 & 200
400 a 800

170
30
90

604110
80
604110
30
20460
20a 60
40 a 80
35a85
60
60
40 480
25460
80
26
26
50
50 a 60
30480
40
25
15
25

Source
http://www.composting101.com/c-n-ratio.html
http://whatcom.wsu.edu/ag/compost/fundamentals/needs_carbon_nitrogen.htm
http://www.compostinfo.com/tutorial/ElementOfComposting.htm
http://users.swing.be/compost/Main_Rapport%20_C_N.htm
http://www.lamaisondujardin.org/fiches/fiche73.pdf
http://www.lesbeauxjardins.com/jardinons/potager/apcompost.htm
http://www.marsi.ca/jardin/composte.html
http://www.composting101.com/c-n-ratio.html
http://www.compostinfo.com/tutorial/ElementOfComposting.htm
http://www.omafra.gov.on.ca/french/engineer/facts/05-024.htm
http://www.composting101.com/c-n-ratio.html
http://www.marsi.cal/jardin/composte.html
http://www.eauvivante.net/tose/tose_compostage.php?navorig=tose&pgfocus=4
http://whatcom.wsu.edu/ag/compost/fundamentals/needs_carbon_nitrogen.htm
http://www.composting101.com/c-n-ratio.html
http://www.composting101.com/c-n-ratio.html
http://www.compostinfo.com/tutorial/ElementOfComposting.htm
http://www.omafra.gov.on.ca/french/engineer/facts/05-024.htm
http://www.compostinfo.com/tutorial/ElementOfComposting.htm
http://www.agbio.ca/Docs/Cefs/Field_Compost_f.pdf
http://www.lesbeauxjardins.com/jardinons/potager/apcompost.htm
http://whatcom.wsu.edu/ag/compost/fundamentals/needs_carbon_nitrogen.htm
http://www.composting101.com/c-n-ratio.html
http://www.compostinfo.com/tutorial/ElementOfComposting.htm
http://www.agbio.ca/Docs/Cefs/Field_Compost_f.pdf
http://www.lesbeauxjardins.com/jardinons/potager/apcompost.htm
http://users.swing.be/compost/Main_Rapport%20_C_N.htm
http://www.lesbeauxjardins.com/jardinons/potager/apcompost.htm
http://whatcom.wsu.edu/ag/compost/fundamentals/needs_carbon_nitrogen.htm
http://www.composting101.com/c-n-ratio.html
http://www.compostinfo.com/tutorial/ElementOfComposting.htm
http://www.composting101.com/c-n-ratio.html
http://users.swing.be/compost/Main_Rapport%20_C_N.htm
http://users.swing.be/compost/Main_Rapport%20_C_N.htm
http://www.setom.fr/Upload/medias/le_compostage_de_dechets_verts.pdf
http://whatcom.wsu.edu/ag/compost/fundamentals/needs_carbon_nitrogen.htm
http://www.composting101.com/c-n-ratio.html
http://www.compostinfo.com/tutorial/ElementOfComposting.htm
http://www.omafra.gov.on.ca/french/engineer/facts/05-024.htm
http://www.eauvivante.net/tose/tose_compostage.php?navorig=tose&pgfocus=4
http://www.lesbeauxjardins.com/jardinons/potager/apcompost.htm
http://whatcom.wsu.edu/ag/compost/fundamentals/needs_carbon_nitrogen.htm
http://www.compostinfo.com/tutorial/ElementOfComposting.htm
http://www.marsi.cal/jardin/composte.html
http://www.lamaisondujardin.org/fiches/fiche73.pdf
http://www.agbio.ca/Docs/Cefs/Field_Compost_f.pdf
http://www.lesbeauxjardins.com/jardinons/potager/apcompost.htm
http://www.composting101.com/c-n-ratio.html
http://www.caussade-semences.com/File/doc_varietes08.pdf
http://www.lesbeauxjardins.com/jardinons/potager/apcompost.htm
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Type Nom
\ gazon coupé

gazon

gazon

gazon

<K <<<K KKK <LK<K<KK<LKK<LK<K<KKKKLKKLK KL

gazon tondu
gazon tondu
gazon tondu
gazon tondu
gazon tondu
gazon tondu
luzerne
luzerne
luzerne
luzerne

matiére végétale verte
mauvaises herbes avant
maturation des graines

ray-grass anglais (vert)
tréfle
tréfle vert

C/N
20
10
12
19

10a20

10a15
19
20

10415

9a25

16420
17
12

15a19
7

7
16
23
12

Annexes

Source
http://www.composting101.com/c-n-ratio.html
http://users.swing.be/compost/Main_Rapport%20_C_N.htm
http://www.marsi.ca/jardin/composte.html
http://www.lesbeauxjardins.com/jardinons/potager/apcompost.htm
http://www.setom.fr/Upload/medias/le_compostage_de_dechets_verts.pdf
http://www.eauvivante.net/tose/tose_compostage.php?navorig=tose&pgfocus=4
http://whatcom.wsu.edu/ag/compost/fundamentals/needs_carbon_nitrogen.htm
http://www.compostinfo.com/tutorial/ElementOfComposting.htm
http://www.lamaisondujardin.org/fiches/fiche73.pdf
http://www.omafra.gov.on.ca/french/engineer/facts/05-024.htm
http://users.swing.be/compost/Main_Rapport%20_C_N.htm
http://www.caussade-semences.com/File/doc_varietes08.pdf
http://www.composting101.com/c-n-ratio.html
http://www.omafra.gov.on.ca/french/engineer/facts/05-024 .htm
http://users.swing.be/compost/Main_Rapport%20_C_N.htm

http://www.marsi.cal/jardin/composte.html
http://www.caussade-semences.com/File/doc_varietes08.pdf
http://www.composting101.com/c-n-ratio.html
http://www.caussade-semences.com/File/doc_varietes08.pdf

Données issues du stage réalisé pendant cette these par A. Beaugrand
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Annexe 2 : Eléments constitutifs du déchet reconstitué

Des photographies des éléments constitutifs de la matrice déchets reconstitués de type :
Cemagref/ MODECOM™ 1993 sont présentées dans les pages suivantes.
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Catégorie n° 1 : Déchets putrescibles

\1 sur 25 : Biscottes\

2 sur 25 : Steaks hachés (beeuf 15 % de MG)|

3 sur 25 : Café

|5 sur 25 : Pommes de terre|

\6 sur 25 : Foin\
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Catégorie n°2 : Papiers

\7 sur 25 : Journaux]

\8 sur 25 : Magazinesl

\9 sur 25 : Papiers de bureau|

Catégorie n°3 : Cartons

\10 sur 25 : Cartons plat divers\

[11 sur 25 : Cartons ondulés
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Catégorie n°4 : Complexes

\12 sur 25 : Briques de laiﬂ

Catégorie n°5 : Textiles

\13 sur 25 : Draps en coton\

Catégorie n° 6 : Textiles sanitaires

\14 sur 25 : Couches\
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Catégorie n° 7 : Plastiques

\15 sur 25 : Sacs poubelles\

|16 sur 25 : Bouteilles d'eau|

\17 sur 25 : Bassines en PP\

\18 sur 25 : Drains en PVC|

\19 sur 25 : Polystyréne\
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Catégorie n° 8 : Combustibles non classés

\20 sur 25 : Ecorces de jardinage\

Catégorie n° 9 : Verres

\21 sur 25 : Billes en verre\
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Catégorie n° 10 : Métaux

22 sur 25 : Clous|

|23 sur 25 : Papier aluminium|

ALYUMINIUM PUR

24 sur 25 : Fils de cuivre]
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Catégorie n° 11 : Incombustibles non classés

25 sur 25 : Graviers 2 béton|

z
gl
L
3
E
al
o
q

-

Catégorie n° 12 : Déchets spéciaux

Non représentée

Catégorie n° 13 : Fines

Non représentée
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Annexe 3 : Protocole d'extraction de I'ADN

Qiagen :QIAamp DNA Stool Human DNA Analysis (sur Qiacube)

Avant l'extraction, il faut préparer les buffers AW1 et AW2 selon les instructions sur les

tubes.

Vortexer tous les buffers avant utilisation.

S'il y a eu une précipitation de ces buffers, les dissoudre en incubant a 70°C.

Chauffer un bain-marie a 70°C.

http://wwwl.qiagen.com/

Peser 180 a 220 mg d'échantillon dans un tube 2ml et le mettre dans la glace. le
protocole est optimisé pour ce poids mais il est possible de réduire cet échantillon.

Ajouter 1.6ml de Buffer ASL dans chaque échantillon. vortexer une minute ou jusqu'a
homogénéisation

Centrifuger 1 min au plus vite de la centrifugeuse
Pipeter 1.4ml de surnageant dans un nouveau tube 2ml et jeter le culot

Ajouter 1 tablette d'InhibitEX dans chaque tube et vortexer pendant Iminute ou
jusqu'a dissolution compléte. incuber 1 minute a température ambiante

Centrifuger a vitesse maximum pendant 3 min. (parfois plus)

Pipeter tout le surnageant dans un nouveau tube 1.5ml et jeter le culot. centrifuger
pendant 3 min a vitesse maximum. a partir d'ici le Qiacube peut faire seul.

Pipeter 25uL de protéinase K dans un tube 2 ml
Pipeter 600uL de surnageant de "g" dans ce tube

Ajouter 600uL de Buffer AL et vortexer 15S (ne jamais mettre la protéinase K
directement dans le Buffer AL

Incuber a 70°C a 10 min

-332-



Annexes

- Ajouter 600uL d'éthanol (96-100 %) dans le lysat et vortexer

m- Mettre une colonne de filtration dans un tube de 2ml. mettre 600uL de lysat "I" et
centrifuger a vitesse maximale pendant 1 minute. jeter le filtrat et replacer la colonne
dans le tube et recommencer 2 fois

n- Ajouter 500uL de Buffer AW1 dans la colonne, centrifuger a vitesse maximale
pendant 1 minute, jeter le filtrat et replacer la colonne dans un tube

o- Ajouter 500uL de buffer AW2. centrifuger a vitesse maximum pendant 3 min, jeter le
filtrat

p- Remettre la colonne dans un tube et centrifuger a vitesse maximale pendant 1 minute

q- Transférer la colonne dans un nouveau tube 1.5ml, ajouter 200uL de buffer AE sur la
membrane. incuber 1 minute a température ambiante, centrifuger a vitesse maximum 1
minute pour ¢luer 'ADN

r- Conserver a -20°C
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Annexe 4 : Protocole de PCR (kit takara)

Solutions s [C] Vol/puits
stock | [Clinitiale | ol ()
PCR Mix [10X] [1X] 2,5
2.5 mM
dNTP Mix chaque 0,2 mM 2
Primer
ITSF 10 uM 0,4 uM 1
Primer
ITSReub 10 uM 0,4 uM 1
Gene T4 | 0.05 mg.ml'1 0,0005 0,25
Takara Ex
Tag ™ 5U.uL" 0,025 0,125
ADN Variable 20 ng 1
Eau stérile
qsp 25 uL 17,125
Kit TAKARA
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Annexe 5 : Protocole de I'ARISA

DECONTAMINATION DES ELECTRODES

A faire avant et apreés chaque puce !!!!
Utiliser la puce de nettoyage spécifique a I’eau.

Attention au maniement du couvercle du Bioanalyseur : renseignez-vous et apprenez a le
manipuler ! Ne JAMALIS le laisser se refermer sans le retenir !!!

Les électrodes sont tres sensibles a la formation de dépdts de sels, qui génent la migration,
rendue alors ininterprétable.

e Remplir doucement la puce de nettoyage «eau» avec 350 ul d’eau

e Vérifier que tous les puits sont remplis, ne pas vortexer

e Ouvrir le couvercle de I’appareil

e Placer la puce de nettoyage «eau»

e Fermer trés délicatement le couvercle et laisser 1 minute

e Ouvrir le couvercle de 1’appareil et retirer la puce de nettoyage «eau»

e Laisser ouvert quelques minutes pour permettre le séchage des électrodes.

e Les mémes puces de nettoyage sont utilisables avant et apres une puce Agilent.

e Vider les puces de nettoyage de leur contenu, les rincer a 1’eau, les sécher et les
stocker a I’abri de la poussiere.

PREPARATION DU MELANGE GEL-DYE

S’assurer que les solutions sont a température ambiante depuis au moins 30 minutes. Cette
étape est essentielle car :

- il ne faut pas d’échange thermique au sein de la puce pendant I’analyse.
- le DMSO contenu dans le dye a tendance a cristalliser a froid.

Protéger la solution de dye concentrée et le mélange gel-dye de la lumiére (dans la boite du kit
fermée, c’est suffisant !)

Filtration du gel :
e Vortexer quelques secondes le tube de gel (bouchon rouge)

e Placer 550 pl de gel matrice dans la partie supérieure d’une colonne de filtration spin
filter

e Centrifuger a 1500 g pendant 10 minutes (4000 rpm)
e Indiquer la date de filtration sur le tube, le gel filtré est utilisable plusieurs mois.

M¢élange gel-dye
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Placer 65 pl de gel filtré dans un tube Eppendorf stérile

Noter la date de préparation du mélange sur le tube.
Centrifuger le mélange 10 minutes a 13 000 rpm

Ce mélange peut étre conservé 4 semaines, s’il est stocké dans de bonnes conditions

(Absence de lumicre, +4°C).

Recentrifuger le mélange avant toute nouvelle utilisation

Au-dela de 4 semaines, les résultats ne sont pas garantis !

MONTAGE DE LA PUCE DANS LA CHIP PRIMING STATION

Derniers conseils avant de se lancer dans le montage de la puce

Vérifier que le Bioanalyseur est connecté a 1’ordinateur ! Pour cela, double-cliquer sur
I’icone « 2100 Expert » du bureau. Assurez-vous que le contexte choisi est
‘instrument’ et placez-vous sur l’onglet ‘instrument’. L’image de 1’appareil doit
apparaitre en clair, elle doit montrer 1’ouverture du couvercle lorsque ce dernier est
ouvert. Si la connexion ne s’établit pas, vérifiez que le port com sélectionné est le n°4.
Appareil non connecté appareil connecté

appareil non connecté appareil connects

Vérifier que tout le matériel est prét : chip priming station, ladder, ARN, réactifs,
¢électrodes nettoyées, bain-marie allumé, etc.

Suivre tres scrupuleusement ce protocole dans tous ses détails ; c’est en effet a cette
étape que se situe la grande majorité des problemes (80 %). Ce n’est pas difficile, mais
c’est délicat !!

Porter une grande attention au temps de vortexage, qu’il faut respecter tres
scrupuleusement.

Ne jamais s’arréter au cours du processus, la puce est utilisable dans les 5 minutes qui
suivent le montage, maximum (dégradation du dye).
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Protocole :

Sortir la Chip Priming Station de sa boite
Oter le bouchon transparent sur le dessus et vérifier que I’orifice n’est pas bouché
Vérifier les points suivants sans n'en oublier aucun :

Joint blanc sans trace de dépdt de gel, en bon état. Sinon, le changer ou le nettoyer
avec un papier KimWipes mouillé a I’eau distillée et sécher a 1’air comprimé.

Orifice au niveau du joint blanc : absence de poussiéres, sinon donner un coup d’air
comprimé

Réglage du taquet de blocage de la seringue : position haute
Réglage du socle de la station : position C

Visser fermement la seringue avec son support noir.
Prendre une nouvelle RNA chip. Noter son numéro de lot.
Placer la chip dans le logement de la Chip Priming Station

Centrifuger le mélange gel-dye 10 minutes a 13 000 rpm si cela n’a pas été fait. Ne
pas

vortexer.

i
i
:

Prélever 9 ul de mélange gel-dye, placer le cone au fond du puits marqué d’un, et
injecter le gel-dye

S’assurer que le piston de la seringue est sur 1 ml

Fermer la Chip Priming Station, sans faire d’a-coups en appuyant assez fort sur le
couvercle pour fermer le clip de fermeture (la premiere fois, demander une
démonstration, ¢’est assez délicat)

Presser le piston jusqu’a ce qu’il soit retenu par le clip
Attendre exactement 30 secondes

Actionner le clip pour relacher le piston, puis laisser revenir progressivement le piston
a I’équilibre. Noter avec précision le volume auquel le piston est remonté seul (on doit
étre au dessus de 0,8mL ; c’est un bon indicateur de 1’absence de micro fuites d’air au
niveau du joint), puis le ramener manuellement jusqu’a 1 ml.

Ouvrir la Chip Priming Station délicatement (la premicre fois, demander une
démonstration)
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e Pipeter 9 pl de mélange gel-dye dans chacun des 2 puits marqués

e Déposer 5 pl de Marker au fond du puits du ladder marqué d’une échelle. .

e Déposer 5 pl de Marker au fond des puits échantillons *

Remarque : Tous les puits doivent étre remplis ; si moins de 12 échantillons sont analysés, on
peut directement remplir les puits »vides » avec 6uL de RNA 6000 Nano Marker au lieu des

Sul.

CHARGEMENT DES ECHANTILLONS

e Dénaturation des échantillons et du marqueur de poids moléculaire :
On préleve 1,2 pL. d’un aliquot de marqueur de poids moléculaire (ladder Ambion conservé a
-80°C).

Cet aliquote est chauffé au bain marie a sec a 70°C pendant 2 minutes, ainsi que chaque
¢chantillon a analyser. Remettre les ARN sur la glace puis les centrifuger et les conserver
dans un portoir a température ambiante.

e Dépdts au niveau de la puce :
Déposer 1 pL de marqueur de poids moléculaire (ladder) dans le fond du puits

Déposer 1 pLL d’échantillon dans le fond des puits correspondants (1 a 12).

dépots dans les puits oranges

e Vortexer la puce a 1’aide de 1’appareil correspondant (Vortex Mixer :IKA modéle
MS2-

S9), pendant 1 minute précise. Cela permet d’éliminer d’éventuelles bulles d’air, et
d’homogénéiser le mélange au sein de chaque puits. Attention au renflement de mousse du
vortex qui doit étre bien positionné, le long de la puce et pas en-dessous.

Dans le cas contraire, la puce risque d’étre violemment éjectée...Pour éviter 1’¢jection de la
puce, la maintenir a la main dans 1I’emplacement du vortex ou mettre une bande de scotch.
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LANCEMENT DU PROGRAMME

Mise en route
Allumer I’ ordinateur
Allumer le Bioanalyseur

6Vérifier les connexions et le port com

8 ,-"'jf

0~
2100 expert

Ouvrir I’application 2100 Expert (icone sur le bureau).
I1 existe 2 contextes d’utilisation principaux: INSTRUMENT et DATA.
» INSTRUMENT : 2 onglets
v' instrument : permet de faire un run
v’ diagnostic : utilisé en cas de probléme matériel
» DATA
v’ Permet de suivre, voir, analyser, corriger les profils
v" Imprimer, exporter les résultats en format pdf

Vérifier que ’appareil apparait en clair dans 1’onglet instrument du contexte Instrument
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Dans la partie « start run checklist », vérifier que 1’ensemble des points est coché en vert,
exceptée la question ‘is a chip detected ?” qui ne sera cochée en vert qu’une fois la puce
présente dans I’appareil et le couvercle fermé.
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Démarrage du run

Placer la puce dans le Bioanalyseur 2100 Agilent

Cliquer sur I’icone Assay et choisir le type d’analyse RNA désirée (procaryote/eucaryote,
nano/pico, total/messager).

Tous les éléments de la checklist doivent étre cochés en vert.

Dans la rubrique « Destination », choisir le préfixe du nom de votre fichier (indiquer votre
nom est conseillé, pour retrouver facilement vos données). Par défaut, I’emplacement de
sauvegarde est un dossier «nommé « Data 2100 Expert » placé sur le bureau du PC.

Dans la rubrique « Data acquisition parameters », choisir le nombre d’échantillons déposés
sur la puce (de 1 a 12).

Cliquer sur I’icone start.
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Annexe 6 : Protocole de préparation FISH

Protocole de préparation pour le FISH

1.

A

9.

Date
1D

Allumer le four d'hybridation (vérifier que la température est bien de 46°C)
Allumer le bain marie (vérifier que la température est bien de 48°C)
Mettre sa blouse et une paire de gants
Remplir le sceau avec de la glace
Aller chercher les sondes ainsi que les échantillons préalablement fixés
Sortir les produits suivants (dans le frigo pbio) :

a. TrisHCla1M

b. EDTAa0,1 M

c. NaClasM

d. Formamide (mettre sous la hotte)
Sortir les lames (avec des petits ou des grands puits selon le besoin)

Ecrire sur la lame au crayon de papier et la représenter dans le cahier de suivi FISH
(cf. illustration ci-dessous)

BOM-A1-55

8/9/8

Arc 915 cyd
Eub Ty 3
RIS14 FITC

Placer la lame sur un support puis ajouter 1'échantillon :
a. 5 ul pour un petit puits
b. 10 pl pour un grand puits

10. Placer la lame 10 minutes au four d'hybridation

11. Préparer le Tampon d'hybridation (formamide a 30 %) :

a. Prendre un Eppendorf d'l,5 ml
b. 180 ul de NaCl
c. 20 plde TrisHCI
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12.

13.

14.
15.
16.

17.

18.
19.

20.
21.

d. 500 pl d'eau MilliQ
e. 300 pl de formamide (sous hotte a partir de maintenant)
f. 2 ulde SDS a 10 % (a la fin sinon précipitation)
Préparer le tampon de lavage :
a. Prendre un tube Falcon de 50 ml (% du tampon d'hybridation utilis¢)
1000 pl de TrisHCI
c. 1020 pl de NaCl
d. 2500 ul dEDTA
e. Ajuster a 50 ml avec de I'eau milliQ
f. 50 ul de SDS (a la fin)

g. Placer le tampon dans le bain marie

s

Préparer les 3 bains d'éthanol (50 %, 80 % et 98 %) puis y plonger les lames pendant
trois minutes dans chacun

Décongeler les sondes (les placer entre ses doigts)
Préparer un petit bout de sopalin
Sous la hotte, ajouter dans chaque puit de la lame :
a. 5l (ou 10 pour un grand puit) de tampon d'hybridation (sans toucher la lame)

b. 0,5 pl (ou 1 pl pour un grand puit) des sondes a utiliser (toucher la goutte sans
pour autant toucher la lame)

Placer la lame dans le tube vert (% du tampon d'hybridation utilisé), ensuite, mettre le
sopalin sous la lame et y verser le reste du tampon d'hybridation. Enfin fermer le tube
et le placer pendant 1 h 30 dans le four d'hybridation

Sortir le tampon de lavage du bain marie et sortir la lame du four

Rincer un coup la lame avec le tampon de lavage puis plonger la lame dans le falcon
contenant le tampon de lavage. Placer ensuite le falcon fermé dans le bain marie
pendant 10 minutes

Sortir la lame puis la rincer sous le robinet d'eau distillée (faible débit)

Placer la lame sur un sopalin puis la sécher avec le bulleur

Voila la lame est finie, il reste soit, a la monter pour observation, soit a la placer a — 20°C
pour conservation.

Montage et démontage d'une lame

1.
2.
3.

Déposer une toutes petite goutte de cytifluor dans chaque puits de la lame bien séche
Déposer la lamelle (sans la faire glisser une fois déposer)

Mettre un bout de scotch (cf. illustration)
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Annexe 7 : Calcul de production de biogaz (détail)

Le calcul de la production de biogaz a été automatisé sous Excel. L'ensemble des
données collectées lors des suivis des pilotes est entré dans le fichier qui les enregistre et qui
permet de les exploiter. Dans la suite de cette section, seuls les calculs de production de
biogaz sont détaillés.

Tout d'abord, afin de connaitre le volume du ciel gazeux des bouteilles, il faut tenir
compte des prélevements de lixiviats et de la transformation des composés solides en AGV et
en biogaz.

J
Vciel (]) = Vciel (0) + Z (Vlixi (k - 1) +Vdégrad (k))
k=1

V.ia(j) : Volume du ciel gazeux de la bouteille au jour j.

V.ie(0) : Le volume du ciel gazeux initial. Il a été calculé en soustrayant au volume total de la bouteille le volume de
liquide introduit et le volume propre des déchets en tenant compte de leur porosité.

Vii(K) : Volume de lixiviat prélevé au jour k pour l'analyse des lixiviats. Le volume prélevé au jour k est
comptabilisé au jour suivant et non le jour méme car le prélevement est réalisé apres analyse du ciel
gazeux pour éviter que le septum en caoutchouc soit humidifié et endommage le pGC.

Vaégraa(K) : Variation de volume due a la transformation du déchet solide en AGV et en biogaz. On considére cette
variation négligeable devant les prélévements de lixiviats.

Calcul du volume du ciel gazeux au jour j.

Comme les dégazages ne sont pas effectués systématiquement tous les jours a la méme
heure, c'est la production cumulée correspondant au volume de biogaz ramenée au Standard
Temperature and Pression* (STP, 0°C, 1 atm) produit depuis le début de I'expérience qui est
calculée. Pour réaliser ce calcul, le biogaz est assimilé a un gaz parfait.

J
chmibiagaz (j’ STP) = z Vbiogaz (k, STP)
k=1

I/biogaz (J’ STP) = Vanalysei,uGC (.]’ STP) + Vdégazé (.]’ STP) + I/restemtidamviciel (]’ STP) - I/restantidansiciel (] - 1’ STP)
— L J
YT Y

Volume mesuré au jour j Volume restant du jour j-1

V cum_biogaz(j,STP) : Volume de biogaz produit depuis le jour de lancement de I'incubation.

Vhioga(j;STP) : Volume de biogaz produit entre la mesure du jour j et celle du jour j-1.

Vanaiyse uGc(j,STP) : Volume de biogaz prélevé par le pGC lors de l'analyse. Ce volume est calculé a partir des
pressions mesurées avant et aprés analyse.

Vaegazé(j,STP) : Volume de biogaz dégazé a la seringue a gaz au jour j.

Vrestant_dans_ciel(j,STP) : Volume de biogaz restant dans le ciel gazeux aprés analyse le jour j.

Remarque : L'ensemble des volumes est ramené aux STP.

Calcul du volume de biogaz produit au jour j dans une bouteille.

Les ¢léments du calcul précédent sont détaillés ci-dessous :
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Vm(STP) * VCZ@Z(]) * })atm_réelle (.]) + AP[nitiale (J) _ })atm_réelle (-]) + APap_analyse_,uGC (-])

Vana se (]’STP): .
hre-nee R T;'ncubation Tamb (])

) * TSTP * [)atmiréelle (.])

Vé azé(j5STP):Vé azé(j:Tam (j)ﬂPatm rée e(]) .
“ “ ’ e (T ) * Prsp

Patmiréelle (]) + APﬁnale (]) * TSTP
PTSP Tamb (.])

res * Vciel (.] )

V tantidansiciel(jﬂ‘gTP) =

Vanaiyse uGc(j,STP) : Volume de biogaz prélevé par le pGC lors de l'analyse. Ce volume est calculé a partir des
pressions mesurées avant et aprés analyse.

Vaegazé(j,STP) : Volume de biogaz dégazé a la seringue a gaz au jour j (STP).

Vdégazé(j, Tamb(j)spatm_reene(j)) : Volume de biogaz dégazé a la seringue le jour j.

Vrestant_dans_ciet(j,STP) : Volume de biogaz restant dans le ciel gazeux apres analyse le jour j.

Patm_réene(j) : prise a 1000 mbar mais possibilité de variations dans LGPE.

APiniiale(j) : Différence de pression mesuré au manomeétre a Tincubation avant toutes manipulations le jour j.

APginae(j) : Différence de pression mesuré au manometre a Tamb apres analyse et dégazage du biogaz le jour j.

AP,y anaiyse nce(j) 2 Différence de pression mesuré au manometre a Tamb apres analyse du biogaz au pnGC le jour j.

Tamb(j) : prise a 25°C mais possibilité de variations dans LGPE.

Tine : Température d'incubaton des pilotes.

Tsrp : 0°C

PSTP : 1 atm

Calcul du volume de biogaz produit au jour j dans une bouteille.

Si la pression dans la bouteille le jour j est supérieure a 1000 mbar, il est impossible de
faire directement l'analyse au nGC au risque de l'endommager. La bouteille est donc
légerement dégazée apres un temps d'attente qui a préalablement mis le gaz a température
ambiante. Une mesure de pression est alors effectuée et le calcul de Vanalyse ne est fait avec la
nouvelle mesure de pression a la place de APipitiale €t Tamb @ la place de Tin.. Ensuite, pour
obtenir la production cumulée spécifique de chaque gaz, les résultats obtenus lors des
analyses par uGC sont utilisés.

(0,S7P)

c az i

J
Vumigazii(j’STP)z ;Vgazii(k’STP) _Vg

Vgazii (]J STP) = %gazii (J) * Vmesuré (]) - %gazii (J - 1) * Vrestantidansiciel (.] - 1)

V cum_gaz_i(j,STP) : Volume de gaz(i) produit depuis le jour de lancement de 1'incubation.

Vgar_i(J,STP) : Volume de gaz(i) produit entre la mesure du jour j et celle du jour j-1.

Y044, i(j) : Fraction volumique du gaz(i) dans le gaz analysé au pGC au jour j.

Vinesuré(j,STP) : Volume de biogaz mesuré au jour j. Ce terme correspond a dégazé a la
somme du volume de biogaz utilisé par le uGC, plus le volume dégazé a la seringue,
plus ce qui reste dans le ciel gazeux aprés analyse.

Remarque: L'ensemble des volumes est ramené aux STP.

Calcul du volume de gaz(i) produit au jour j.
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Title:

Isotopic fractionation Pcr*o) generated by methanogenesis: contribution to the
understanding of biodegradation processes occurring during anaerobic digestion.

Application to municipal solid waste anaerobic treatment processes

Summary:

Anaerobic waste treatment processes are clearly part of the answer to a current important
socio-economic issue in waste management: energy production from the organic fraction of municipal
solid waste. The anaerobic digestion of municipal solid waste is a complex process involving
numerous reactions and microorganism communities. At the end of the degradation process, some
biogas with a particularly high methane content is produced. A detailed knowledge on how operational
parameters affect metabolism orientations is required to optimize these treatment processes. This is in
particular the case for the last degradation reaction called methanogenesis. In this context, an isotopic
approach based on isotopic composition measurements (‘>C/"*C) for methane and carbon dioxide can
provide some clues with regard to this objective. Indeed, this methodology enables the determination
of the methanogenic pathways by which methane is produced.

Transferability of the isotopic approach used for natural ecosystems to the field of anaerobic
digestion of municipal solid waste was first experimentally verified. In a second time, the effects of
some operational parameters known to strongly impact the anaerobic digestion process, such as
temperature and ammonia concentration, were studied. During anaerobic digestion of reconstituted
municipal solid waste in thermophilic conditions, it was shown that aceticlastic methanogenesis
(occurring in mesophilic conditions) was replaced by a syntrophic acetate oxidation reaction.
Additional experiments using acetate as sole substrate were performed and showed that this effect on
the metabolic pathways was not systematic. Consequently, it cannot be due to a direct effect of the
temperature increase. It could rather be explained by the induced and indirect increase in ammonia
concentration. Additional experiments clearly demonstrated that an increase in ammonia concentration
led to the establishment of a syntrophic acetate oxidation reaction. The isotopic approach was
combined with microbiological analyses and showed that the syntrophic acetate oxidation reaction
occurring at high ammonia concentration during acetate incubations could have been performed
through a syntrophic relationship between bacteria and strict hydrogenotrophic archaea, as previously
described in the literature. Interestingly, the syntrophic acetate oxidation could also have occurred
using a different pathway relying on members of the Methanosarcinaceae family putatively able to
perform the two steps of the reaction (oxidation and hydrogenotrophic methanogenesis). In addition,
the implementation of the isotopic approach during an experiment designed to simulate a landfill
bioreactor evidenced the influence of the effluent's nature on the methanogenesis metabolism
orientation. The influence of green waste proportion during the co-digestion of biowaste / green waste
mixtures on resulting ammonia concentrations and methanogenesis pathways was also studied through
dedicated experiments. Finally, the potential of the isotopic approach for landfill-scale application was
investigated through a measurement campaign on a landfill site.

Key words:

Biodegradation, anaerobic digestion, methanogenesis, municipal solid waste, stable isotope,
13C/"*C, temperature, ammonia, syntrophic acetate oxidation, landfill, anaerobic digesters.

Laboratory:

This study was conducted within the Hydrosystems and Bioprocesses research unit (HBAN) in
Cemagref Antony (France), as part of the research topic TED (processes and technologies for water
and waste).

* Address: Unité HBAN, Cemagref groupement d'Antony, Parc de Tourvoie — BP 44, 92163 Antony cedex, FRANCE



Titre de la thése :

Fractionnements isotopiques (Pc/™o) engendrés par la méthanogenése : apports pour la
compréhension des processus de biodégradation lors de la digestion anaérobie.

Application aux procédés anaérobies de traitement des déchets non dangereux.

Résumé :

Les procédés anaérobies de traitement de déchets apparaissent clairement pouvoir répondre a
I'enjeu socio-économique actuel que représente la valorisation énergétique de la fraction organique
contenue dans les déchets ménagers. En effet, les processus de dégradation anaérobies font intervenir
en cascade, différentes réactions et populations de micro-organismes permettant de transformer la
matiere organique en biogaz riche en méthane. Une bonne connaissance des effets des parametres
opérationnels sur l'orientation des métabolismes s'avére ainsi nécessaire a I'émergence de solutions
permettant d'optimiser ces procédés. Ceci est notamment le cas pour la derniére étape, appelée
méthanogenese. Dans ce contexte, l'approche isotopique reposant sur la mesure de la composition
isotopique (*C/"2C) du méthane et du dioxyde de carbone, devrait pouvoir répondre a cet objectif en
permettant l'identification des métabolismes a 1'origine de la production du méthane.

La transposabilité a I'é¢tude de la digestion anaérobie des déchets de cette approche isotopique
déja utilisée dans les écosystémes naturels, a tout d'abord été vérifiée expérimentalement. Les effets de
certains parametres opérationnels connus pour avoir un impact fort sur le processus de digestion
anaérobie, tels que la température et la concentration en azote ammoniacal, ont ensuite ¢été étudiés. Il a
été mis en évidence qu'en condition thermophile, la méthanogenése acétoclaste observée en condition
mésophile, €tait remplacée par une oxydation syntrophique de l'acétate lors de la digestion anaérobie
des déchets ménagers. Des expériences sur acétate ont montré que cet effet sur les voies métaboliques
n'était toutefois pas systématique et pourrait ne pas étre dii a un effet direct d'une augmentation de la
température, mais plutdt a l'accroissement de la concentration en ammoniac qui en résulte. D'autres
expériences ont clairement établi qu'une augmentation de la concentration en azote ammoniacal
conduisait également a la mise en place de l'oxydation syntrophique de l'acétate. Le couplage de
l'approche isotopique avec des analyses microbiologiques a révélé que cette réaction d'oxydation
syntrophique de l'acétate, a haute concentration en azote ammoniacal, pouvait s'établir telle que déja
décrite, par la mise en place d'une relation symbiotique bactéries/archées hydrogénotrophes strictes,
mais également de maniere différente en impliquant des membres de la famille Methanosarcinaceae
qui pourraient réaliser seuls les deux étapes de la réaction (oxydation et méthanogenese
hydrogénotrophe). L'application de I'approche isotopique a également permis de mettre en évidence,
lors d'une expérience visant a simuler la recirculation de différents effluents au sein d'une installation
de stockage de déchets bioactive, l'influence de la nature de I'effluent sur l'orientation des
métabolismes méthanogenes. Enfin, I'influence de la proportion de déchets verts, lors de la co-
digestion biodéchets / déchets verts, sur la concentration en ions ammonium libérés ainsi que sur
l'orientation du métabolisme en résultant, a été ¢tudice. Les potentialités d'une utilisation de I'approche
isotopique sur site ont également été investiguées au travers d'une campagne de mesures sur une
installation de stockage de déchets non dangereux.
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