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Présentation Irstea

Irstea, institut national de recherche en sciences et technologies pour I'environnement et
I'agriculture est créé en 1981 sous le nom de Cemagref. Cet institut tout comme le CNRS et I'INRA fait
partie de la famille des établissements publics a caractére scientifique et technologique (EPST).

Irstea comprend 24 unités de recherche réparties sur 9 centres en France avec un budget annuel
de 115 millions d’euros. Environ 1600 personnes dont 950 personnels permanents (techniciens,
ingénieurs, chercheurs) sont employées actuellement. Irstea accueille également plus de 200
doctorants, 40 post-doctorants et chercheurs étrangers ainsi que 250 stagiaires de niveau master.

L’institut est structuré en trois départements scientifiques :

- Eaux (gestion de 'eau, pollution, écosystémes aquatiques, risques naturels)
- Ecotechnologies (gestion des déchets, épuration, agriculture)
- Territoires (développement territorial, vulnérabilité, écologie, biodiversité)

José MARTINEZ est le directeur régional de Irstea a Rennes regroupant une soixantaine d’agents
permanents. Les locaux s’étendent sur 4800m? dans lesquels se trouvent des laboratoires et halls ou
sont réalisées des expérimentations sur des systémes de procédés. L’institut de Rennes est divisé en
deux unités de recherche :

- TERE « Technologie des Equipements Agro-alimentaire » se consacre a 'amélioration et a la
maitrise de la qualité des matiéres premieres et des produits agroalimentaires lors de leur
transformation et de leur conservation, ceci grace a l'utilisation de la RMN et des propriétés liees
aux mécaniques des fluides. Les deux équipes de recherche sont ACTA et IRM-Food

- GERE « Gestion Environnementale et traitement biologique des déchets » congoit et développe
des procédés de traitement biologique des déchets municipaux, agricoles (effluents d’élevage) et
agro-industriels (boues) dans le but d’optimiser leur gestion. GERE se divise en deux équipes :

- EPURE : gestion et traitement des effluents d’élevages
-  SOWASTE : gestion et traitement des déchets solides

C’est au sein de cette derniére équipe que jai réalisé mon stage du 10 avril au 15 juin 2012 sous
'encadrement de Mme DAUMOIN Myléne (technicienne de laboratoire). L’équipe développe des travaux
visant a proposer des solutions durables de gestion des déchets solides. Ces travaux s'articulent d’'une
part autour de 'amélioration des technologies de traitement en se focalisant principalement sur les
procédés de compostage. D’autre part une évaluation (technique, environnementale et économique) de
ces technologies est faite en vue d’aider a la décision des collectivités sur le choix des filieres de
traitement de déchets a mettre en place.

Un organigramme du centre Irstea a Rennes est présenté en annexe 1.



Introduction

La production de déchets en France en 2008 s’éléve a 345 millions de tonnes dont 315 millions de
tonnes de déchets sont produits par les activités économiques (construction, industrie, agriculture,
tertiaire) et 29.3 millions de tonnes de déchets sont produits par les ménages. Dans ce dernier cas cela
représente environ 472 kilogrammes par habitant. De nos jours le tri des déchets, le stockage, le
recyclage, le compostage, la méthanisation et l'incinération offrent une combinaison de traitements pour
la gestion des déchets. Pour améliorer cette gestion il faut connaitre leur composition. C’est pourquoi il
existe une panoplie d’analyses physico-chimiques nécessaire a la compréhension des procédés de
transformations et permettant ainsi d’anticiper sur leur devenir.

Parmi ce panel d’analyses physico-chimiques, la méthode de caractérisation de la matiére
organique des amendements organiques par son fractionnement biochimique, développée au cours des
10 a 15 derniéres années, est un outil de plus en plus utilisé pour optimiser 'usage des produits. Le
terme amendement organique désigne la matiére fertilisante composée principalement de combinaisons
carbonées d’origine végétale, ou animale et végétale en mélange. Il est destiné a I'entretien ou a la
reconstitution du stock de matiére organique du sol et a 'amélioration de ses propriétés physiques,
chimiques et biologiques. La méthode du fractionnement biochimique était appliquée au départ
principalement pour les fourrages. Elle s’étend maintenant vers les composts, les amendements
organiques, les digestats et d’autres produits contenant des fibres.

L'unité GERE travaille sur le compostage et notamment sur le processus de transformation de la
matiére organique (MO). L’analyse de ces matiéres organiques par fractionnement biochimique permet
de mieux comprendre les processus intervenant dans le compostage et le traitement des déchets. Le
fractionnement biochimique caractérise la matiére organique en plusieurs fractions (soluble,
hémicellulose, cellulose et lignine) qui donne des renseignements sur les différents niveaux de
biodégradabilité d’'un déchet. En effet, la partie soluble du déchet sera plus facilement biodégradable
que sa partie « dure » constituée de lignines et cutines.

Le laboratoire de l'unité GERE, de part ses activités, traite de nombreux échantillons trés variés.
Des normes concernant le fractionnement biochimique ont été développées pour des produits
alimentaires pour animaux ou des amendements organiques. Le terme amendement organique reste
tres vaste puisqu’il réunit les composts, les boues, les fumiers, les lisiers, etc. La praticabilité et la
fiabilité de la méthode fractionnement biochimique doivent étre vérifiées sur les échantillons du
laboratoire qui sont principalement des composts.

Ainsi I'objectif principal de mon stage est d’adapter et apporter des améliorations a la méthode
« fractionnement biochimique selon Van Soest » sur des échantillons du laboratoire susceptibles de
contenir des fibres dont les composts notamment.

Dans ce rapport une premiéere partie exposera les matériels utilisés et les méthodes appliquées,
c'est-a-dire les tests dits préliminaires et I'élaboration d’un plan d’expérience. Dans une seconde partie
les résultats y seront transcrits ainsi que leurs interprétations. Enfin une conclusion et quelques
éléments de perspectives clétureront ce rapport.



I. Matériels et méthodes

1. Introduction

Peter Van Soest mit au point une méthode d’analyse des fibres a 'aide de détergents en 1963 puis
1967. Cette méthode est actuellement 'un des principaux moyens pour quantifier les fibres végétales
mais il en existe d’autres comme celle de Weende (cellulose brute) ou Prosky. Les fibres végétales sont
composées principalement d’hémicelluloses, de celluloses, de lignines et cutines. Néanmoins, de
nombreuses molécules comme des sucres, des protéines, des lipides, des tanins, de la matiére
minérale sont présentes dans les fibres végétales. [annexes 2 et 3]

Le principe de la méthode Van Soest permet de déterminer séquentiellement des constituants par
traitement aux détergents neutre et acide et a I'acide sulfurique. Explicitement un échantillon broyé est
réparti en trois sachets. Ces derniers sont traités par une solution de détergent neutre (NDF) et lavés.
Un des trois sachets est séché, pesé et calciné. Les deux autres subissent une autre hydrolyse a chaud
par une solution de détergent acide (ADF) puis sont lavés. L’'un des deux sachets est séché, pesé et
calciné. Enfin le dernier sachet est traité a froid par une solution d’acide sulfurique a 72% (ADL), lave,
séché, pesé et calciné.

Le traitement paralléle des trois sachets permet de mesurer par élimination la quantité de matiére
organique résiduelle au terme de chaque étape de I'extraction. C’est a dire que la fraction organique
obtenue aprés l'extraction au NDF moins celle obtenue aprés l'extraction au ADF correspond
approximativement a la quantité d’hémicellulose (HEM). De méme la fraction organique obtenue aprés
I'extraction au ADF moins celle obtenue aprés I'extraction au ADL correspond approximativement a la
teneur en cellulose (CEL). Enfin la fraction organique obtenue aprés I'extraction au ADL correspond a la
teneur en lignine (LIC) contenue dans I'échantillon. C’est par soustractions successives que la teneur en
cellulose, hémicellulose et lignine des échantillons peut étre déterminée.

Il faut rappeler que, historiquement, la méthode était appliquée pour estimer la digestibilité des
fourrages, de telle sorte que les matieres organiques testées étaient exclusivement végétales. De ce fait,
les molécules organiques extraites se rapprochaient de structures moléculaires identifiables :
hémicelluloses, celluloses, lignines et cutines qui sont des molécules moins digestes pour les animaux
que les molécules simples comme les sucres et I'amidon.

Les échantillons de cette étude correspondent principalement a des mélanges de matiéres
d’origines végétales, animales et minérales. Cela induit que les fractions de matiéres organiques (SOL,
HEM, CEL et LIC) extraites ne correspondent plus systématiquement a ces structures moléculaires
identifiables. Néanmoins, ces fractions étant le résultat d’extractions successives par des réactifs de plus
en plus agressifs chimiquement, on peut considérer que les molécules extraites se comportent de la
méme facon que les molécules d’hémicelluloses, celluloses, lignines et cutines. Ce sont donc des
fractions dites d’hémicelluloses, de celluloses, de lignines et cutines qui sont considérées dans les
échantillons du laboratoire.

A ce jour il existe une norme AFNOR XP U44-162 permettant de caractériser la matiére organique
par fractionnement biochimique sur les amendements organiques. Une autre norme AFNOR NF V18-
122, plus ancienne, énonce une méthode de traitement des aliments pour animaux aux détergents
neutre et acide et a I'acide sulfurique. Les travaux effectués dans la suite de ce rapport sont basés sur
ces normes.
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2. Echantillons
a. Typologies

Dans cette étude des échantillons de composts domestiques prélevés sur le territoire de
'agglomération rennaise sont étudiés. Ces échantillons sont composés notamment d’épluchures et
déchets de cuisine, ainsi que de déchets verts (tontes, branchages, déchets de jardins). Ces
échantillons proviennent de prélévements effectués dans le cadre du projet européen MINIWASTE. Ce
projet a pour objectif de développer et valider des protocoles techniques afin d’évaluer les projets de
compostages domestiques. Les prélévements ont été réalisés sur composteurs individuels ou collectifs
(pied immeuble).

Des échantillons issus de tests inter-laboratoire, de la paille, du son de blé bio commercial, de la
cellulose et des plaquettes de bois sont également analysés.

b. Préparation des échantillons

Les échantillons de composts sont d’abord séchés a 80 + 5T et broyés a l'aide d’'un broyeur a
couteaux sur un tamis de 2mm. On détermine ensuite la matiére séche résiduelle et la matiéere
organique. Les échantillons sont séchés jusqu’a masse constante dans une étuve a 105 + 5T. La
différence de masse entre avant et aprés le séchage a 105T, correspond a la teneur en eau de
I'échantillon et permet de déterminer la matiére séche résiduelle. Ces échantillons séchés sont calcinés
a 550 + 25T pendant 3h. La différence entre les deux mass es est utilisée pour déterminer la matiére
organique. La teneur en matiére séche résiduelle est exprimée en pourcentage du produit partiellement
sec et la matiére organique est exprimée en pourcentage de la matiére séche.

m2
%MS = —x100
ml

m2 —m3

Avec : m1 masse de I'’échantillon pré-séché a 80T
m2 masse de I'échantillon aprés séchage a 105TC
m3 masse de I'échantillon aprés calcination a 550C

Les pailles, la cellulose, les plaquettes et le son de blé ne sont pas pré-séchées a 80C mais sont
directement broyés. La matiere séche exprimée en pourcentage du produit brut et la matiére organique
sont alors déterminées.

3. Extracteur

Un extracteur de fibres est nécessaire a la réalisation du fractionnement biochimique. Il y a
quelques années, le laboratoire de Irstea utilisait 'appareil « Fibertec » utilisant des creusets. Le nouvel
appareil est « Fibersac semi-automatique 24 » de ANKOM. Pour cet appareil les échantillons sont pesés
dans des sachets poreux qui sont ensuite thermosoudés. L'utilisation de sachets plutdt que de creusets
est la principale différence entre « Fibertec » et « Fibersac » évitant ainsi des soucis de colmatage lors
des filtrations. 24 sachets peuvent étre insérés dans le portoir plongeant par la suite dans les solutions

4



I. Matériels et méthodes

NDF et ADF. Un régulateur numérique de température est intégré a I'appareil pour garder par exemple
la température de 100T nécessaire aux extractions. [annexe 4]

4. Réactifs
a. Solution NDF (Neutral Detergent Fiber)

La solution au détergent neutre utilisée est une solution commerciale préte a 'emploi. Cette solution
permet de solubiliser principalement les sucres, les lipides, 'amidon en faible quantité, certaines
protéines. La fraction non soluble correspond a la somme des polyméres suivants: celluloses,
hémicelluloses, lignines et cutines. La matiére minérale est également présente dans la partie non
soluble.

b. Solution ADF (Acid Detergent Fiber)

La solution au détergent acide est aussi une solution commerciale préte a I'emploi. Le ADF
solubilise les hémicelluloses et quelques protéines solubles a pH acide. La partie non soluble est donc la
somme des celluloses, lignines et la matiére minérale toujours présente.

c. Solution ADL (Acid Detergent Lignin)

Il s’agit d’'une solution commerciale d’acide sulfurique a 72% qui solubilise les celluloses. La fraction
restante correspond aux lignines et a la matiére minérale.

La composition des réactifs est détaillée en annexe 5

5. Mode opératoire de base pour la détermination des fibres selon Van Soest
a. Hydrolyse au détergent neutre : NDF

Trois sachets vides sont pesés (masses : A, B et C). Environ exactement 1g d’échantillon (précision
+ 0.0001g) est pesé dans chaque sachet (A1, B1 et C1). Les sachets sont soudés grace a une
thermosoudeuse. lIs sont disposés dans un porte-échantillons.

100mL de solution NDF par sachet contenant les échantillons sont introduits dans le vase
réactionnel de I'extracteur. La solution est portée a 100C pendant 1 heure, sous agitation et couvercle
fermé.

A la fin de I'extraction les sachets sont lavés 4 fois a I'eau distillée bouillante dans le vase, pendant
5 minutes et sous agitation. Les sachets sont ensuite lavés 3 fois a I'acétone dans un bécher pendant 5
minutes.

Les sachets sont séchés durant une nuit a I'étuve a 105 puis pesés (A2, B2 et C2). Un sachet sur
les trois est mis de coté pour la calcination finale.

b. Hydrolyse au détergent acide : ADF
Les sachets (A2 et B2) pesés précédemment sont placés dans le porte-échantillons et subissent le

méme protocole que pour I'hydrolyse au NDF mais cette fois avec une solution de détergent acide
(ADF).
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Les sachets sont séchés durant une nuit a I'étuve a 105T puis pesés (A3 et B3). Un sachet sur les
deux est mis de coté pour la calcination finale.

c. Hydrolyse a l'acide sulfurique : ADL

Le dernier sachet de masse A3 est hydrolysé par de I'acide sulfurique a 72% pendant 3 heures en
agitant toutes les 30 minutes.

Le sachet est rincé a 'eau distillée bouillante jusqu’a neutralisation de I'acide (vérification au papier
pH). De la méme maniére que précédemment, le sachet est lavé 3 fois a 'acétone pendant 5 minutes
puis séché.

Le sachet est placé a I'étuve pendant une nuit a 105T et pesé ( A4)

d. Minéralisation

Les sachets de masse C2, B3 et A4 sont placés dans des coupelles en aluminium et calcinés dans
un four & moufle a 550T pendant 3 heures. Les cend res sont pesées a température ambiante (A5, BS
et C5).

e. Calculs
(A4 —A5) — A+ f
Lignine (et cutine) :  |LIC = A1 * 100
. B3 — B5) — B *
Cellulose : cEL = ¢ )=B*fo 00 Lic
B1
(C2—C5) —C+f3
Hémicellulose : HEM = 1 + 100 — CEL
Soluble : [SOL = 100 — HEM — CEL — LIC|

ou f1, f2 et f3 sont les facteurs de correction établis a partir de sachets blancs

masse sachet apres extraction — masse cendres

masse sachet vide
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Echantillon réparti en 3 sachets

Extraction au NDF

| | > Sachets A, Bet C

Soluble : Résidus :
Protéines Hémicellulose, Cellulose et
Sucres Lignine (NDF) /
Amidon | N
lipides Extraction au ADF
| | > Sachets Aet B
Soluble : Résidus :
Hémicellulose Cellulose et Lignine (ADF)
| s A
Extraction au ADL
| | > Sachet A
Soluble : Résidus :
Cellulose Lignine (ADL)
J

Schéma 1 : Principe de la méthode Van Soest — fractionnement biochimique de la
matiere organique des fibres par détergents

6. Tests préliminaires

Des tests préliminaires ont été réalisés dans le but de comparer les différentes normes et de retenir
les méthodes les plus adaptées pour le fractionnement biochimique de nos échantillons.

a. Suivi de la calcination selon deux normes

Le but de cette analyse est d’exploiter et comparer les résultats suivant deux normes dont la
meéthode sur la calcination finale est différente :

- Norme XP U44-162 pour amendements organiques
- Norme NF V18-122 pour aliments pour animaux

Dans la premiére norme une calcination des sachets avec échantillons est réalisée aprés chaque
extraction. C'est-a-dire qu’un échantillon est réparti en 3 sachets et qu’aprés chaque extraction aux
NDF, ADF et ADL un sachet est retiré puis calciné.

Dans la deuxiéme norme il est indiqué que tous les creusets (pour notre cas des sachets) subissent
les trois extractions et sont calcinés a la fin. Dans ce cas la on fait 'hypothése qu’au fil des extractions il
n’y a pas de perte de matiére minérale.

Il faut comparer ces deux normes et voir si les deux méthodes donnent des résultats similaires. Si
les résultats sont concordants suivant les deux méthodes alors la norme pour aliment sera retenue
puisqu’elle permet d’obtenir 'ensemble des résultats a partir d’'un seul sachet.
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b. Test a l'acétone

Des différences concernant les techniques de manipulation existent entre les différentes normes
mises a disposition. En effet, dans la norme NF V18-122 il est précisé qu’une délipidation a I'acétone est
nécessaire dans le cas des aliments contrairement a la norme XP U44-162 pour amendements
organiques qui ne suggeére pas de prétraitement des échantillons. Les fourrages peuvent contenir plus
de 10% de matiére grasse. L’hypothése est : 'acétone joue un réle dans la solubilisation des graisses
dans les fibres alimentaires. Un test est effectué pour savoir si un prétraitement a I'acétone est
nécessaire dans le cas du fractionnement biochimique selon Van Soest de deux échantillons de
compost et pour vérifier son utilité dans le cas d’'un échantillon d’aliment.

c. Test de la calcination des blancs

Une deuxiéme expérience est réalisée toujours sur le méme panel d’échantillons. Cette expérience
porte sur l'influence de la température de la calcination et sa durée. Dans la norme XP U44-162 il est
précisé que les échantillons sont calcinés a 480°C pendant 6h alors que dans le protocole du laboratoire
issus de tests précédents, la calcination est réalisée a 550C pendant 3h. Le but est donc de comparer
ces deux méthodes et d’en retenir une pour les futurs fractionnements biochimiques.

7. Plan d’expérience
a. Préparation de I'étude

Obijectif de I'étude

L’objectif majeur de ce stage repose sur I'adaptation de la méthode « fractionnement biochimique
selon Van Soest ». Pour cela il est important de comprendre chaque paramétre de la méthode pour
adapter les normes a nos échantillons. En effet, les normes existantes ont été développées pour des
produits alimentaires pour animaux ou amendements organiques. Or nos échantillons sont des
composts, certes ce sont des amendements organiques mais le terme est trés vaste et la méthode
énoncée dans la norme demande plus de précisions.

Un plan d’expérience est donc judicieux pour cette étude. Par définition un plan d’expérimentation
est une suite ordonnée d'essais d'une expérimentation, chacune permettant d'acquérir de nouvelles
connaissances en controlant un ou plusieurs paramétres d'entrée pour obtenir des résultats validant un
modele avec une bonne économie. La premiére étape consiste a choisir le type de plan d’expérience en
fonction des objectifs a atteindre. Il existe de nombreux types de plans d’expériences ayant des objectifs
différents :

- Le plan de criblage (ou screening) permet de déterminer les facteurs principaux influencant le

plus la réponse.

- Le plan d’optimisation ou il faut choisir les niveaux des parameétres influents afin d’optimiser un

critére de réponse.

- Le plan de formulation détermine les proportions des constituants d’'un mélange par exemple.

- Dans le plan de robustesse le choix des niveaux des parameétres influents permet de garantir une

bonne stabilité de la réponse.

- Le plan de validation vérifie et confirme des résultats préalables.

Dans le cas présenté, le plan de criblage est choisi pour diverses raisons. Etant donné le nombre
important de facteurs impliqués il serait beaucoup trop long de faire un plan d’optimisation. Il faut donc
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se restreindre a un plan de criblage qui permet de déterminer tout d’abord les paramétres influents. La
vraie question posée est : pourquoi la réponse varie (en fonction de quel facteur) ?

Choix des réponses

Les réponses étudiées sont les teneurs en soluble, hémicellulose, cellulose et lignine.

Facteurs et leurs niveaux

Dans la méthode sept facteurs a tester sont recensés. Pour chacun d’eux un niveau haut et un
niveau bas ont été déterminés de maniére a se situer, dans la mesure du possible, a un écart de 25 a
50% du niveau central du facteur, décrit dans la norme XP U44-162.

Le prélavage a I'eau bouillante est délimité par un niveau bas correspondant a I'absence du
prélavage et par un niveau haut correspondant a un prélavage a I'eau bouillante pendant 5
minutes.

La durée d’extraction au NDF est délimitée entre 45 minutes et 75 minutes.

La durée d’extraction au ADF est la méme que pour I'extraction au NDF soit 45 minutes et 75
minutes.

Le niveau bas du nombre de ringcage a I'eau bouillante aprés extractions aux NDF et ADF
correspond a quatre lavages de 2 minutes. Quant au niveau haut il est de quatre rincages de 5
minutes puis deux ringages a I'extérieur de I'appareil a 'aide d’'une passoire.

La durée d’extraction au ADL est comprise entre 120 minutes et 240 minutes.

Le nombre d’agitation par heure pour I'extraction au ADL est d’une fois par heure pour le niveau
bas et jusqu’a quatre fois par heure pour le niveau haut.

La masse de I'échantillon est fixée a 0,5 gramme pour le niveau bas et a 1,5 pour le niveau haut.

Facteurs Symbole Niveau bas (-1) | Centre (0) | Niveau haut (1)
Lavage eau (min) A 0 2 5
Temps ext NDF (min) B 45 60 75
Temps ext ADF (min) C 45 60 75
Temps ext ADL (min) D 120 180 240
Nombre d’agitations (/h) E 1 2,5 4
Quantité d’échantillon (g) F 0,5 1 1,5
Nombre de ringages G 4*2 min 4*5 min 4*5 min + 2

Tableau 1 : Facteurs du plan d'expérience et niveaux

Choix du plan d’expérience

Compte tenu des objectifs décrits ci-avant et comme le nombre de facteurs est conséquent, le plan

retenu et le mieux approprié est le plan de Plackett-Burman. Ce dernier est souvent utilisé dans les
plans de screening puisqu’il est plus rapide a effectuer. Le plan de Plackett-Burman est basé sur les
matrices d’Hadamard. Le plan de résolution Il est réduit a douze essais pour sept facteurs et est
complétement randomisé. Le modéle mathématique est alors un modéle sans interaction :

Yy = Qg +Zai.xi

Avec : y = réponse mesurée

a, = coefficient constant
a; = coefficient de l'effet
x; = niveau du facteur
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Points au centre

Le choix de deux points au centre permet de tester 'hypothése de linéarité. En effet, deux niveaux

par facteur ne permettent pas d’étudier une éventuelle courbure de la réponse. lls permettent également
d’ajouter des degrés de liberté.

b. Mise en place du plan d’expérience

Le plan d’expérience défini précédemment est élaboré grace au logiciel STATGRAPHICS

Centurion. Une fois les réponses, les facteurs et le plan choisi, le logiciel présente tous les essais
aléatoirement.

essai | Lavage eau | Temps ext NDF | Temps ext ADF | Temps ext ADL | Nbr agitations | Quantité ech | Nbr rincages
minutes minutes minutes minutes par heure g Nbr*minutes

1 0 75,0 45,0 120,0 1,0 1,5 4*5 + 2

2 5 75,0 75,0 240,0 1,0 1,5 4*5 + 2

3 0 75,0 75,0 120,0 4,0 1,5 4*2

4 5 45,0 75,0 120,0 1,0 0,5 4*5 + 2

5 5 45,0 45,0 120,0 4,0 1,5 4*5 + 2

6 5 45,0 75,0 240,0 1,0 1,5 4*2

7 5 75,0 45,0 240,0 1,0 0,5 4*2

8 0 45,0 45,0 120,0 1,0 0,5 4*2

9 5 75,0 45,0 240,0 4,0 0,5 4*5 + 2

10 5 45,0 75,0 240,0 4,0 0,5 4*5 + 2

11 2 60,0 60,0 180,0 2,5 1,0 4*5

12 2 60,0 60,0 180,0 2,5 1,0 4*5

13 0 75,0 75,0 120,0 4,0 0,5 4*2

14 0 45,0 45,0 240,0 4,0 1,5 4*2

Tableau 2 : Récapitulatifs des essais du plan d'expérience

Ce plan d’expérience va donc permettre de faire un pré-test pour mieux identifier les paramétres
influencant le plus les teneurs en soluble, hémicellulose, cellulose et lignine. Par la suite un plan complet
peut étre réalisé pour optimiser la réponse et déterminer précisément les quantités ou temps
nécessaires.

c. Choix des échantillons

Les échantillons analysés suivant le plan d’expérience sont : du son de blé bio (produit alimentaire),
de la cellulose, trois composts et des plaquettes de bois. Ces échantillons ont chacun leur spécificité. En
effet, 'analyse nutritionnelle moyenne du son de blé indique une teneur en fibre de 43g pour 100g de
produit. Il est donc intéressant d’analyser ce type d’échantillon et voir si les 43% de fibre se retrouvent.

La cellulose utilisée est brute donc il peut étre intéressant de savoir quel est son pourcentage de
pureté puisque le fournisseur ne le précise pas.

Trois échantillons de composts ont été retenus. Puisque l'unité GERE travaille beaucoup sur ce type
de produits, il est important d’étudier le fractionnement biochimique sur ces échantillons.

Enfin, le bois a une composition moyenne de 25% d’hémicellulose, 50% de cellulose et 25% de
lignine variant en fonction de I'espéce. Le fait de choisir des plaquettes de bois permet de voir si les
ordres de grandeurs des constituants sont retrouvés suite au fractionnement biochimique selon Van
Soest.

10



I. Matériels et méthodes

Une fois le plan d’expérience réalisé, le logiciel STATGRAPHICS exploite toutes les données
saisies au cours des essais. La seconde partie de ce rapport est dédiée a la compréhension et
l'interprétation des résultats du plan d’expérience ainsi que des tests préliminaires.

11
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1. Résultats des tests préliminaires
Ces tests n'ont pas été réalisés sur la totalité des échantillons décrits en 1.2

a. Suivi de la calcination selon deux normes

Ce test a été réalisé sur des échantillons de composts et de pailles. Dans la norme NF V18-122
pour aliments pour animaux I'échantillon doit étre calciné lorsque les trois extractions ont été faites.
Dans la norme XP U44-162 pour amendements organiques I'échantillon réparti dans trois sachets est
calciné aprés chaque extraction.

Les résultats sont trés différents d’'une méthode a l'autre pour les teneurs en soluble, hémicellulose,
cellulose et lignine des composts analysés. En effet, des écarts de 30% pour la fraction soluble sont
observés. Néanmoins, pour certains échantillons de composts les teneurs sont identiques a 3% prés. La
meéthode retenue est donc celle issue de la norme pour amendements organiques qui est plus adaptée
pour nos échantillons.

b. Test a l'acétone

La feuille récapitulative des résultats est en annexe 6

» Echantillons de produits alimentaires issus d’un test inter-laboratoire (TIL)

NDF
Echantillon (E) masse du masse masse S + E | perte du sachet
sachet (S) S+E aprés NDF %
0,5042 1,0071 0,8069 19,8789
TIL (classique) 0,5179 1,0129 0,7986 21,1571
0,5291 1,0063 0,7995 20,5505
0,5181 1,0023 0,7450 25,6710
TIL 0,496 1,0093 0,7088 29,7731
traitement a l'acétone 0,5282 1,003 00,7193 28,2851

Tableau 3 : Récapitulatif des résultats du test a I'acétone sur les échantillonsTIL

Dés l'extraction au NDF des différences de masses sont observées entre les deux groupes: le
groupe ayant subi un traitement a l'acétone au préalable et le groupe n’ayant rien subi. En effet,
'échantillon TIL a perdu 20% de sa masse en moyenne et I'échantillon TIL délipidé a perdu environ 28%
de sa masse. La différence de masse entre les deux échantillons TIL s’explique par la présence de
graisse dans les produits alimentaires puisque I'acétone a permis de solubiliser ces graisses dans un
premier temps. Par la suite le solvant NDF solubilise les protéines, les pectines, sucres...

Lignine 1,24 0,65 Lignine 0,98 0,51
Cellulose 13,81 7,27 Cellulose 14,71 7,75
Hémicellulosd 39,91 21,02 Hémicellulos{ 23,38 12,31
Soluble 45,05 23,72 Soluble 60,93 32,08
Total 100 52,66 Total 100 52,66
Tableau 4 : Teneurs en SOL, HEM, CEL et LIC de Tableau 5 : Teneurs en SOL, HEM, CEL et LIC de
I'échantillon TIL ayant subis un prétraitement a l'acétone I'échantillon TIL

12
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Les deux groupes d’échantillons TIL retrouvent approximativement la méme masse suite a
I'extraction aux solvants ADF et ADL. Cela induit des teneurs en cellulose et lignine semblables pour les
deux échantillons TIL [tableaux 4 et 5]. Cela est d0 aux solvants acides qui solubilisent le reste des
corps gras en plus des hémicelluloses et celluloses.

» Echantillons de composts

NDF
Echantillon (E) masse du masse masse S + E | perte du sachet
sachet (S) S+E aprés NDF %

00,5085 1,0087 00,7662 24,0408

Compost 0,5128 00,9909 00,7463 24,6846

0,5052 0,9943 0,7519 24,3790

0,5159 1,0097 0,7610 24,6311

Compost 0,5186 0,9949 0,7643 23,1782
traitement a l'acétone 0,5073 1,0089 0,7606 24,6110

Tableau 6 : Récapitulatif des résultats du test a I'acétone sur un échantillon de compost

Les échantillons de composts ne présentent pas d’écart entre les deux groupes au niveau des
masses [tableau 6]. Quelques différences dans les résultats finaux sont observées mais surement dues
a la faible quantité de produit introduite au départ qui accentue I'erreur expérimentale.

» Conclusion

L’hypothése : I'acétone joue un rdle dans la solubilisation des graisses dans les produits
alimentaires pour animaux est donc vérifiée puisque les masses des échantillons TIL aprés extraction au
solvant NDF sont différentes. Pour les échantillons de composts de cette analyse, le prétraitement a
'acétone n’est pas nécessaire.

Ne sachant pas a partir de quelle teneur en matiére grasse un prétraitement a l'acétone est
nécessaire, il peut étre préférable par mesure de sécurité de faire ce prétraitement pour les autres
échantillons. Une étude plus approfondie peut-étre envisagée sur la détermination de la teneur
maximale en matiére grasse que peuvent contenir les échantillons, susceptibles d’étre analysée par
fractionnement biochimique.

c. Test de la calcination des blancs
La population de ce test est composée de sachets blancs. Pour étudier les résultats, un facteur de

correction énoncé dans la note d’application du fournisseur de l'appareil (Laboratoire HUMEAU) est
calculé. Il se traduit par :

_ B fraction organique perdue  masse sachet apres extraction — masse cendre
fe= A masse sachet vide - masse sachet vide
NDF ADF ADL
masse du |fraction organique | fraction organique | fraction organique | calcination 550C/3h
sachet (g) perdue perdue perdue calcination 480C/6h
A B2 B3 fc = BIA
TN 230 1 S BY/A 00879
sachot bancl 0,454 |NINNNNNNNNAY” o= B2/A 09937
sachet blanc 0,5051 5016 B1/A 0,9931
moyenne 0,9916
sachet blanc| 04977 [N R, o 5 0,986
sachet blanc| 0,493 || || | ||| ]|  o.4ase 0,9929 13
sachet blanc 0,4871 0,4832 0,9920
moyenne 0,9912

Tableau 7 : Récapitulatif des résultats du test de la calcination des sachets
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Résultats et interprétations

D’aprés les résultats, la température et la durée de calcination n’apportent pas de différences. En
effet, les facteurs de correction du groupe calciné a 550C pendant 3h et celui du groupe calciné a
480 pendant 6h ne sont pas significativement diff érents. Cela montre que la calcination est totale.
Pour la suite des fractionnements biochimiques, la solution retenue est la calcination a 550C pendant
3h car le four est programmé de cette fagon d’une part, et d’autre part que 3h suffisent pour calciner les
sachets.

2. Exploitation des résultats du plan d’expérience

a. Exemple de feuilles de calcul et pesée pour un essai

Feuilles de calcul et de pesée en annexe 7

b. Exemple du son de blé pour la fraction Soluble

» Tableau récapitulatif des essais et résultats sur le son de blé

essai Lae\;ag © Tenl\vl%sFext ;ﬁ'ggﬁz ef(etIZgSL agizl‘\;tt)i:)ns Qu:::te ring:g;es Soluble | Cellulose | Hémicellulose | Lignine
minutes | minutes | minutes | minutes | par heure g Nbr*min | %de MO| % de MO % de MO | % de MO
1 0 75,0 45,0 120,0 1,0 1,5 4*5+2 | 50,38 10,27 35,63 3,73
2 5 75,0 75,0 240,0 1,0 1,5 4*5+2 | 47,67 9,48 39,53 3,32
3 0 75,0 75,0 120,0 4,0 1,5 4*2 50,32 9,26 36,95 3,47
4 5 45,0 75,0 120,0 1,0 0,5 4*5+2 | 53,28 7,23 34,42 5,07
5 5 45,0 45,0 120,0 4,0 1,5 4*5+2 | 50,32 9,75 36,11 3,82
6 5 45,0 75,0 240,0 1,0 1,5 4*2 42,96 10,14 43,08 3,82
7 5 75,0 45,0 240,0 1,0 0,5 4*2 54,23 9,72 32,68 3,38
8 0 45,0 45,0 120,0 1,0 0,5 4*2 50,14 7,97 36,54 5,35
9 5 75,0 45,0 240,0 4,0 0,5 4*5+2 | 53,65 9,42 33,01 3,92
10 5 45,0 75,0 240,0 4,0 0,5 4*5+2 | 55,39 8,4 32,75 3,46
11 2 60,0 60,0 180,0 25 1,0 4*5 54,57 9,62 32,25 3,56
12 2 60,0 60,0 180,0 25 1,0 4*5 52,91 10,24 33,57 3,29
13 0 75,0 75,0 120,0 4,0 0,5 4*2 55,61 9,30 31,83 3,26
14 0 45,0 45,0 240,0 4,0 1,5 4*2 49,96 9,83 36,45 3,76

Tableau 8 : Tableau récapitulatif des essais et résultats sur le son de blé

» Graphique de Pareto pour soluble

F:Quantité ech

E:Nbr agitation

B:Temps ext NDF
G:Nbr ringages
D:Temps ext ADL
A:Lavage eau

C:Temps ext ADF

|
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o

Effet standardisé

2

Graphique 1 : Graphique de Pareto
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De facon générale le diagramme de Pareto est un graphique représentant l'importance de différentes
causes sur un phénoméne. Ce diagramme permet de mettre en évidence les causes les plus
importantes sur le nombre total d'effets et ainsi, de prendre des mesures ciblées pour améliorer le
protocole. Le graphique de Pareto affiche chacun des effets estimés dans l'ordre décroissant
d'importance. La longueur de chaque barre est proportionnelle a I'effet standardisé, qui est égal a I'effet
estimé divisé par son résidu. La ligne verticale indique quels effets sont statistiquement significatifs.
Toutes les barres qui s'étendent au-dela de la ligne correspondent a des effets statistiquement
significatifs au niveau de confiance de 95%. Pour le cas de la réponse Soluble, le facteur ayant le plus
d’influence est la « quantité d’échantillon » puisqu’il domine largement.

» Graphique des effets

“r 1 Graphique 2 : Graphique des effets

48 -

Soluble
[

Lavage eau Temps ext ADF  Nbr agitation Nbr ringages
Tempsext NDF Tempsext ADL  Quantité ech

Le graphique des effets représente I'évolution de la réponse en fonction des niveaux des différents
facteurs. Il consiste a tracer, pour chaque facteur, la moyenne des réponses obtenues lorsqu'il atteint
ses différents niveaux. Il traduit d’'une autre maniere le graphique de Pareto puisque le facteur « quantité
de I'échantillon » a la pente de courbe la plus élevée et donc le plus d’effet dans la réponse.

» Graphique des résidus

4T T T T T ]

Résidu
o
I
§
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42 45 48 51 54 57
prévu

Graphique 3 : Graphique des résidus

Ce graphique représente les résidus en fonction des valeurs prédites pour le soluble. |l est
important puisqu’il permet de mettre en évidence I'homoscédasticité des résidus c'est-a-dire la
dispersion homogéne des résidus autour d’'une droite. Toute forme non aléatoire peut indiquer que le
modeéle sélectionné ne décrit pas adéquatement les données observées. Dans le cas présent les points
semblent disposés aléatoirement sans qu’apparaisse une relation entre les valeurs prédites et les
résidus.
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» Analyse de la variance

Résultats et interprétations

Facteurs Somme des carrés ddl Variances Rapport des variances |Proba.
ou rapport F

A:Lavage eau 1,60601 1 1,60601 0,28 0,6168
B:Temps ext NDF 8,01967 1 8,01967 1,39 0,2832
C:Temps ext ADF 0,991875 1 0,991875 0,17 0,6929
D:Temps ext ADL 3,19301 1 3,19301 0,55 0,4852
E:Nbr agitation 22,9357 1 22,9357 3,97 0,0933
F:Quantité ech 78,4897 1 78,4897 13,59 0,0102
G:Nbr ringages 4,65008 1 4,65008 0,81 0,4041
résidus 34,645 6 577417

Total (corr.) 154,531 13

Tableau 9 : Analyse de la variance

Explication des termes utilisés dans le tableau d’analyse de la variance :

N

, 2

e Lasommes des carrés = Z €
i=1

Avec I'écart e; = y; - y qui est la différence entre une valeur individuelle et la moyenne

e ddl = degré de diberté
e La variance (ou moyenne des carrés) est obtenue en divisant la somme des carrés par le
nombre de degrés de liberté N
e = = e;
ddl '
1

e Le résidu correspond a la différence entre la valeur prédite et les valeurs mesurées
e Le rapport des variances est le rapport de la variance d’un facteur sur la variance des résidus

Les valeurs des réponses doivent étre analysées afin de mesurer l'influence des facteurs et des
interactions sur les variations constatées de la réponse. La principale méthode répondant a cet objectif
est I'analyse de la variance. L'intérét de celle-ci est de pouvoir tester l'influence des facteurs sur les
variations d’'une réponse donnée. Le test d’analyse de la variance consiste a calculer les rapports de
variance et a les comparer a un facteur issu de la loi de Fisher-Snédécor. Par exemple pour le facteur
« quantité d’échantillon » le rapport F est de 13,59. En se rapportant a la table de distribution de F au
risque de 5%, on s’apercoit que F;5=5,99 (F;6 correspond a 1 ddl au nurérateur et 6ddl au
dénominateur) [annexe 8]. Le rapport F est supérieur a F;s donc le facteur « quantité d’échantillon » a
un effet significatif au risque de 5%. Ce facteur est important et doit intervenir dans le modéle.

Le logiciel STATGRAPHICS nous donne directement le résultat sous forme de probabilité. Il utilise
directement la loi de Fisher-Snédécor et calcule la probabilité. Le principe est le méme et le résultat est
plus précis. Si la probabilité est inférieure a 5% alors le facteur est significatif.

» Conclusion

Grace a I'étude statistique du plan de criblage, l'influence des facteurs peut étre déterminée. Il faut
donc retenir que le facteur « quantité d’échantillon » est le facteur le plus significatif et le plus influent
dans la réponse Soluble sur le son de blé. Par la suite si un plan complet est réalisé afin d’optimiser la
méthode, ce facteur sera beaucoup plus important et étudié plus en détail. L’analyse des résultats
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présenté ci-dessus est seulement pour une réponse (Soluble) mais son déroulement s’applique pour les
autres réponses et les autres échantillons.

c. Récapitulatif des facteurs influant le plus les réponses

Voici un rappel des différents facteurs et leur lettre correspondante :

A:Lavage eau E:Nombre agitations
B:Temps extraction NDF F:Quantité échantillon
C:Temps extraction ADF G:Nombre ringages

D:Temps extraction ADL

facteurs influant le plus

Soluble Hémicellulose | Cellulose | Lignine
Son de blé F- F+ F+
Cellulose F- F+
C1 F+
Composts C2 C+/D-/F+ F+
C3 F-/B+/G+ | C+/B-/F+/E- C- F+
Plaquettes

Tableau 10 : Récapitulatif des facteurs influant le plus dans I'ordre d’influence décroissant

Ce tableau récapitule les facteurs influant le plus sur les réponses (soluble, hémicellulose, cellulose
et lignine) en fonction des différents échantillons analysés a l'aide des graphiques de Pareto. La limite
de référence est la ligne verticale qui est utilisée pour juger quels effets sont statistiquement significatifs.
Toutes les barres qui s'étendent au-dela de la ligne correspondent a des effets statistiquement
significatifs au niveau de confiance de 95% [graphique1].

Des similitudes et des différences entre les échantillons sont observées. En effet, le facteur
« quantité d’échantillon (F-)» apparait 3 fois sur les 6 échantillons de maniére négative pour la fraction
soluble. Ainsi, pour étre sur d’avoir extrait toute la partie soluble il faut ajuster le facteur « quantité
d’échantillon » de fagon a tendre vers son niveau bas. La quantité d’échantillon doit étre comprise entre
0,59 et 1g.

Le facteur « quantité d’échantillon (F+)» apparait encore 4 fois sur les 6 échantillons mais cette fois
de maniére positive pour la fraction lignine. Cela est logique puisqu’'une plus grande quantité
d’échantillon n’ayant pas subi une extraction totale par le NDF, aura une plus grande teneur en lignine,
les réponses étant interdépendantes.

Le facteur « temps extraction au NDF (B+)» apparait pour la fraction soluble de I'’échantillon C3.

Pour augmenter la réponse soluble il faut que le temps d’extraction au NDF soit compris entre 60 et

75min.

Donc pour maximiser la réponse soluble et étre sur d’avoir extrait toute la partie soluble il faut
trouver un compromis entre la quantité d’échantillon et le temps d’extraction au NDF.
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II. Résultats et interprétations

3. Bilan sur les échantillons analysés
Les résultats sont répertoriés en annexe 9

a. Son de blé

Les facteurs qui influent le plus sur les fractions soluble, hémicellulose et lignine sont la « quantité
d’échantillon (F)». Le fractionnement biochimique du son de blé permet de déterminer la teneur en fibres
de I'échantillon et de comparer avec 'analyse nutritionnelle fournie sur 'emballage. Il est indiqué que ce
produit alimentaire posséde une teneur en fibres de 43g pour 100g de son de blé. La moyenne de la
teneur en fibres sur 'ensemble du plan d’expérience est de 44,7%. La moyenne des essais ayant subi
un fractionnement biochimique par la méthode classique (essai 11 et 12) est de 42,9%. La moyenne des
essais ayant le facteur « quantité d’échantillon (F-)» au niveau bas est de 42,2% de fibres, confirmant
ainsi que la quantité d’échantillon ne doit pas étre augmentée mais diminuée.

Pour cet échantillon la méthode est donc fiable en ce qui concerne la partie soluble et la partie fibre
puisque la valeur indiquée sur 'emballage est retrouvée.

b. Cellulose

Le facteur qui influe le plus sur les fractions soluble et lignine est la « quantité d’échantillon (F)».
L’analyse de la cellulose brute permet de déterminer le taux de pureté de la cellulose commerciale. La
moyenne de la teneur en cellulose sur 'ensemble du plan s’éléve a 53,4% et pour les essais classique
cette moyenne est de 56,6%. Etant donné que la composition n’est pas donnée par le fournisseur, la
fiabilité de la détermination de la cellulose par les solutions ADF et ADL ne peut pas étre prouvée.

c. Les composts

Les résultats des analyses montrent clairement que chaque compost est différent. D’une part ils
sont différents au niveau de sa composition, traduite en fraction d’hémicellulose, cellulose et lignine.
Aprés comparaison des compositions, un classement selon un niveau de biodégradabilité peut étre
établi. Le tableau 11 récapitule la composition des composts :

échantillons{Soluble (%MO)|Hémicellulose (%MO) |Cellulose (%MO) |Lignine (%MO) | Cellulose +lignine (%MO)
C1 44,6 236 9,9 16,7 26,6
Q2 276 329 16,4 231 39,5
Q3 12,6 39 22 26,3 833

Tableau 11: Moyennes des essais du plan d'expérience au niveau des fractions des échantillons de composts

Rappelons que la fraction soluble correspond a la fraction qui se dégrade la plus rapidement. La
cellulose est plus difficile a dégrader et la lignine nettement plus. La fraction hémicellulose se classe
entre la fraction soluble et cellulosique. L’échantillon C3 est considéré comme le compost qui se
dégrade le plus difficilement comparé aux autres puisque sa teneur en cellulose et lignine est la plus
élevée.
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II. Résultats et interprétations

D’autre part les composts sont différents au vu des résultats du plan de criblage :
- Pour le compost C3, le facteur « quantité d’échantillon (F)» est important puisqu’il est présent
dans 3 fractions sur 4 contrairement a 2 sur 4 pour C2 et 1 sur 4 pour C1.
- Seulement pour C3 le facteur « temps d’extraction au NDF (B)» est important.
Cette étude montre que chaque échantillon de compost est différent de par sa compostion mais aussi de
par sa sensibilité aux différents facteurs mis en jeu.

d. Plaquettes de bois broyés

Les plaquettes de bois se comportent différemment lors du fractionnement biochimique par rapport
aux autres échantillons. En effet, il y a des résultats non exploitables notamment pour la fraction soluble.
La moyenne de tous les essais du plan d’expérience est significativement négative puisqu’elle est de -
15%. La limite d’un résultat négatif est fixé a -3% [Norme AFNOR GA U44-168] donc la méthode décrite
dans la norme XP U44-162 ne s’applique pas a ce genre de produit.

De plus, aucun facteur n’est significatif au niveau de confiance de 95%. Les plaquettes sont donc
peu sensibles aux variations de niveaux des facteurs.
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Conclusion

L’'objectif de ce stage était d’adapter la méthode « fractionnement biochimique selon Van Soest »
aux échantillons étudiés dans l'unité GERE, c'est-a-dire des composts et plus généralement des
amendements organiques. L’analyse permet de définir un indice de biodégradabilité des composts et
déchets par le biais des fractions dites soluble, hémicellulose, cellulose et lignine. Pour adapter cette
méthode congue a la base pour des fourrages, il a fallu étudier toutes les normes mises a disposition
afin de comprendre le principe, la technique, les calculs, etc. En comparant ces normes j'ai pu remarqué
des différences dans les techniques de manipulation notamment. J'ai donc réalisé des tests
préliminaires afin d’expliquer ces différences.

Parmi ces tests jai choisi de mettre en évidence le role de l'acétone lors d’'un prétraitement des
échantillons. Il sert donc a solubiliser les graisses contenues dans les produits alimentaires pour
animaux. Pour les produits ayant une teneur faible en matiére grasse (<5-10%) le prétraitement n’est
pas nécessaire. L’analyse & montrer que pour certains composts, la teneur en matiére grasse est faible
mais un prétraitement a l'acétone peut-étre envisager pour les autres échantillons par mesure de
sécurité.

Les résultats du test sur le suivi de la calcination des sachets montrent que la méthode retenue est
celle de la norme pour amendements organiques.

Un autre test permettant de fixer la température et la durée de calcination des sachets a été réalisé.
La calcination est nécessaire pour déterminer la matiére minérale des échantillons. La solution retenue
est une calcination effectuée a 550C durant 3 heur es.

Pour adapter le fractionnement biochimique a nos échantillons il a fallu réaliser une panoplie
d’essais, regroupée dans un plan d’expérience. Nous avons choisi de réaliser un plan dans le but de
définir les facteurs influant le plus sur les teneurs en soluble, hémicellulose, cellulose et lignine. La
meilleure technique, compte tenu des contraintes, est un plan de screening en suivant un plan de
Plackett-Burman. Les résultats traduisent s'il existe ou non des similitudes entre les composts étudiés.

Pour la plupart des échantillons le facteur « quantité d’échantillon » est significatif. Par la suite une
étude plus poussée doit étre envisagée. Le but a atteindre est de maximiser la fraction soluble pour étre
sur d’avoir tout extrait grace au NDF et donc, d’avoir majoritairement des fibres et matiére minérale pour
la suite des extractions. Pour cela il faudra diminuer la quantité d’échantillon de fagcon a se situer entre
0,5 gramme et 1 gramme. |l faudra aussi prendre en compte le facteur « temps extraction au NDF »
puisqu’il est significatif sur le compost C3.

Afin de controler la manipulation, l'objectif était de référencer des échantillons susceptibles
d’apporter des résultats de référence. Le son de blé montre que les calculs permettant de calculer les
fractions soluble et fibre brute sont fiables puisque la teneur en fibres du son de blé indiquée sur
'emballage par le fournisseur est concordante. En revanche les plaquettes de bois montrent que
'analyse n’est pas adaptée a ce type d’échantillon. L'analyse de I'échantillon de cellulose brute apporte
peu d’information puisque la valeur initiale de cellulose pure n’est pas connue.

Des perspectives pour la suite du projet sont envisageables. En effet, une recherche de nouveaux
produits référents ou « étalons » est nécessaire afin de mieux appréhender la méthode. Des composés
purs dont la composition est connue et mis en mélange pourraient faire I'objet d’'un plan d’optimisation.
Grace a ce plan les quantités d’échantillon ou temps d’extraction pourront étre déterminés précisément.

Durant ce stage jai pu m’initier au domaine de la recherche notamment concernant les déchets et
amendements organiques. J'ai également pu découvrir le milieu professionnel et la vie au sein d'un
institut de recherche. J’'ai appris a rechercher et analyser des documents afin d’émettre des hypothéses,
a interpréter des résultats et en tirer des conclusions. L’ensemble du stage a été trés bénéfique et
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Conclusion

enrichissant pour moi tant au niveau personnel que professionnel. Mon autonomie et mes relations au
sein de Irstea se sont développées tout au long de ces 10 semaines de stage.

J’ai eu le privilege de participer en tant que paneliste a plusieurs sessions d’olfactométrie, dans le

cadre d’'une thése. Etant donné que je souhaite poursuivre mes études dans le domaine de la
parfumerie, ce fut trés gratifiant et enrichissant de participer a ce projet.
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Annexe 2 : Caractéristiques de I’hémicellulose, la cellulose et la lignine.

L’hémicellulose, la cellulose et la lignine sont trois molécules présentes dans les parois
des cellules végétales. Ces molécules présentent chacune leurs particularités.

» La cellulose est un glucide constitué d'une chaine linéaire de molécules de D-
Glucose et liées suivant des liaisons (-1,4. Les différentes chaines placées cbte a
cbte sont liees par de nombreuses liaisons hydrogéne donnant a ce matériau une
trés grande rigidité. La cellulose est le principal constituant du bois.

CH,OH
0
OH 0
N N
! oH  J,

Motif de répétition de la cellulose

» L’hémicellulose est un polymére plus court que la cellulose formé a partir de xylane

(polymére de xylose). Sa rigidité est plus faible que la cellulose.

» La lignine est le troisieme constituant de la paroi cellulaire. C’est un polymeére dont la
structure est trés complexe. La lignine est située entre les autres molécules de la
paroi cellulaire. C’est pourquoi ses principales fonctions sont d'apporter de la rigidité,
une impermeéabilité a I'eau et une grande résistance a la décomposition.

HO OH

eon

o]

I OMe

Lignin—Q

HO

Structure possible de la lignine — composé de base

: monolignol



Annexe 3 : Vue schématique d’une cellule végétale

eau
protéines
sucres
lipides
minéraux

Paroi Cellulose

Constituée par : lignine
hémicelluloses
substances pectiques

La paroi de la cellule a une structure complexe. Ses principaux constituants sont les
celluloses et les hémicelluloses qui sont la source d’énergie primordiale du ruminant. La
paroi s’épaissit et se lignifie avec I'dge. Elle devient de moins en moins utilisable par les
microorganismes de la panse et constitue une barriére freinant leur accés au contenu
cellulaire (matiére azotée, sucres, eau). L’ingestibilité, la digestibilité et la valeur nutritive de
la plante diminuent.

Pour notre cas on parle de biodégradabilité puisque les échantillons analysés sont des
composts. Le compost est constitué de nombreuses entités se comportant comme les
molécules de cellulose, d’hémicellulose et de lignine. Donc, plus la teneur en lignine est
élevée plus le produit mettra du temps a se biodégrader.



Annexe 4 : Photographie de I’extracteur « Fibersac semi-automatique 24 » de ANKOM
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Annexe 5 : Composition et préparation des réactifs

Solution de détergent neutre (NDF)

- Eau distillé

- Dodecyl sulfate de sodium

- Disodium éthyléne-diamine-tétracétate (EDTA)
- Tétraborate de sodium décahydraté (Borax)

- Hydrogénophosphate de sodium

- Tryéthyléne glycol

- AjusterlepHa7 + 0,1

Peser 30 g de dodecyl sulfate de sodium dans un large bécher. Ajouter environ 0,4 L d’eau
et agiter a I'aide d’un agitateur magnétique jusqu’a dissolution compléte. Ajouter a la solution
18,61 g ’'EDTA 6,81 g de Borax et 4,56 g d’hydrogénophosphate de sodium. Agiter jusqu’a
dissolution compléte. Transvaser dans une fiole jaugée en ajoutant 10 mL de
triéthyléneglycol, puis ajuster a 1 L avec de I'eau distillée. Le pH final doit se situer entre 6,9
et7,1.

Solution de détergent acide (ADF)

- Solution d’acide sulfurique a 1N (soit 49,04 g/L)
- Cétyl triméthylamonium bromide (CTAB)

Peser 20 g de CTAB directement dans une fiole jaugée de 1L. Ajouter environ 0,8 L d’eau
distillée, puis 26,7 mL (ou 49,04 g) d’acide sulfurique concentré. Agiter a I'aide d’'un agitateur

jusqu’a dissolution compléte, puis compléter a 1 L.

Solution d’acide sulfurique a 72% (ADL)

Introduire 440 ml d’eau dans un bécher de 2 L réfrigéré, puis ajouter lentement environ 750
ml d’acide sulfurique concentré. Le mélange ne doit étre utilisé que lorsqu’il est revenu a
température ambiante. Mesurer la densité et ajuster a d = 1,634 + 0,005 avec de I'eau ou de
lacide.



Annexe 8 : Table de Fisher-Snedecor

Pour qu'un coefficient de régression multiple, par exemple, soit significatif, F calculé doit dépas-
ser F lu dans la table pour le risque d’erreur de 5 % (le seul donné ici); deux catégories de dearés de
liberté déterminent F ;

— w1 : nombre de degrés de liberté pour la plus faible des deux variances;

— vz : nombre de degrés de liberté pour Ia plus forte des deux variances,

Pour o = 0,05 :
‘l'],—lﬁlrl | : [ | |
|
wi | 3 2 1 4 5 & B i2 p| o
d | .
—— - - _— -— | —m: hma | s om —_— f = - = |
{ |
1| 16k4 | 1995 | 2157 | m46 | 2302 | 2340 | 2389 | 2439 | 2490 | 7543
2 | 1850 | 1900 | 13,16 | 1925 | 1930 | 19,33 | 1937 | 1941 | 1945 | 19.50
3| 10,13 9,55 938 | 912 | 90! 8,94 884 | 874 864 851
4 771 6,94 6,59 6,39 6,26 6,16 604 | 591 | 577 563
5 .61 b 4 4% | 5,19 505 4495 4,82 468 | 4,53 4,36 |
& 5,99 5,14 476 | 453 | 4,39 4,28 4,15 400 | 384 | 3w7
7 559 | 474 435 | 412 | 397 3,87 3,73 3,57 341 33
% 532 | 445 407 | 384 | 369 3,58 3,44 3,28 3,12 29
9 512 | 426 | 386 | 363 3,48 1,37 323 | 307 290 271
10 496 | 410 | 371 3,48 3,33 2 3,07 2.1 274 | 254
11 484 | 398 | 350 136 3,20 3,09 2,95 2,79 261 240
1z | 475 3,88 349 | 326 | 3,11 300 | 285 2,69 250 | 2,30
13 467 | 3,80 341 3,18 3,02 g9kl vy 2,60 247 | 231
bo14 | 4,60 | 3,74 334 | 3l 2,96 285 | 270 233 | 23%| 13
| 15 454 | 368 | 320 | 306 | 290 | 295 | 264 | 248 | 229 207
| 16| 44 363 324 | 301 | 285 | 274 2,59 2,42 224 | 201
|17 | 445 | 3se | 320 | 29 | 28| 20| 235 23| 219 19
18 441 | 355 310 293 207 266 | 2.51 . 234 215 152
19 4,38 352 2,13 200 | ZM 263 | 248 231 | 2u 1.58
20 435 349 | 410 287 271 2,60 2.45 228 208 | 184
21 432 3,47 307 | 2,84 2,68 257 | 243 225 205 | 181
22 4,30 344 | 2058 2.82 2.66 255 | 240 223 2,03 1,78
23 4,28 3,42 303 | 280 2,64 2,53 2,38 ‘ 220 | 00| L7
24 4,26 340 3. 2,78 2.62 2.51 2,36 e 1,98 173
25 4,24 3,38 299 | 236 | Ze0 | 249 | 234 | 2,16 1,96 | 171
26 | 422| 337| 208 | 274 | 25| 247! 33| 215 | 195 | 169
27 4,21 3,35 2,95 273 | 257 2.46 2,30 | 2,13 193 | La7
24 420 3,34 295 | 271 2,54 2,44 239 12 1,91 1.55
29 | 4,18 3,33 203 | 270 | is 2,43 728 2,10 | 1,99 | 1,64
|30 | 417 332 | 2982 | 269 | 253 | 242 | 227 209 | 1,89 | 1,62 |
| 40 | 408 333 284 | 251 245 | 234 | 218 2.00 1,79 | 1,51
60 | 4,00 115 | 276 | 2.5 237 | 23 10| 1,92 1,70 | 1,39
120 3,92 307 268 245 | 220 | 21 2,01 1.33 1,61 | 1,25
| o | 38| 299 | 260 | 2.37 2,21 209 | 194 ‘ L75 | 152, 1,00
i L 1 ] |

Exemple de leqrure

Pour v1 = 5, va = 20, F calcnlé doit &tre supérieur & 2,71 pour que le coefficient de régression
spit jugé significatif, avec un risque d’erreur de 5 27,

Source : Amor BELHEDI, FSHS, Université de Tunis



Annexe 9 : Tableaux récapitulatifs des résultats du plan d’expérience sur les différents

échantillons

Son de blé
essai Laev:g € Tenl\';%sFext etgﬁgsl: ezetn,Z%SL agig?i;ns Qu:£lte ringlatw)g;es Soluble | Cellulose | Hémicellulose | Lignine
minutes | minutes | minutes | minutes | par heure g Nbr*min | %de MO | % de MO % de MO % de MO
1 0 75,0 45,0 120,0 1,0 1,5 4*5+2 | 50,38 10,27 35,63 3,73
2 5 75,0 75,0 240,0 1,0 1,5 4*5+2 | 47,67 9,48 39,53 3,32
3 0 75,0 75,0 120,0 4,0 1,5 4*2 50,32 9,26 36,95 3,47
4 5 45,0 75,0 120,0 1,0 0,5 4*5+2 | 53,28 7,23 34,42 5,07
5 5 45,0 45,0 120,0 4,0 1,5 4*5+2 | 50,32 9,75 36,11 3,82
6 5 45,0 75,0 240,0 1,0 1,5 4*2 42,96 10,14 43,08 3,82
7 5 75,0 45,0 240,0 1,0 0,5 4*2 54,23 9,72 32,68 3,38
8 0 45,0 45,0 120,0 1,0 0,5 4*2 50,14 7,97 36,54 5,35
9 5 75,0 45,0 240,0 4,0 0,5 4*5+2 | 53,65 9,42 33,01 3,92
10 5 45,0 75,0 240,0 4,0 0,5 4*5+2 | 55,39 8,4 32,75 3,46
11 2 60,0 60,0 180,0 2,5 1,0 4*5 54,57 9,62 32,25 3,56
12 2 60,0 60,0 180,0 2,5 1,0 4*5 52,91 10,24 33,57 3,29
13 0 75,0 75,0 120,0 4,0 0,5 4*2 55,61 9,30 31,83 3,26
14 0 45,0 45,0 240,0 4,0 1,5 4*2 49,96 9,83 36,45 3,76
Cellulose
essai Laeff e Tenl\;%s;:ext ezetz%s;: et(etn,;%i agigtt)i:)ns Queagf/te ringletz)gres Soluble | Cellulose | Hémicellulose Lignine
minutes minutes | minutes | minutes | par heure g Nbr*min | %de MO | % de MO % de MO % de MO
1 0 75,0 45,0 120,0 1,0 1,5 4*5+2 6,04 57,03 24,66 12,26
2 5 75,0 75,0 240,0 1,0 1,5 4*5 + 2 5,93 49,21 25,64 19,22
3 0 75,0 75,0 120,0 4,0 1,5 4*2 -3,25 64,67 26,15 12,43
4 5 45,0 75,0 120,0 1,0 0,5 4*5+2 25,71 37,51 22,41 14,37
5 5 45,0 45,0 120,0 4,0 1,5 4*5+2 | -23,01 40,6 48,8 33,61
6 5 45,0 75,0 240,0 1,0 1,5 4*2 -7,94 62,66 29,29 15,99
7 5 75,0 45,0 240,0 1,0 0,5 4*2 32,28 54,92 12,89 -0,09
8 0 45,0 45,0 120,0 1,0 0,5 4*2 27,16 49,36 23,48 0,00
9 5 75,0 45,0 240,0 4,0 0,5 4*5+2 27,67 50,47 22,3 -0,45
10 5 45,0 75,0 240,0 4,0 0,5 4*5 + 2 34,94 54,08 11,17 -0,19
11 2 60,0 60,0 180,0 25 1,0 4*5 18,56 57,88 23,53 0,03
12 2 60,0 60,0 180,0 2,5 1,0 4*5 35,08 55,25 9,70 -0,03
13 0 75,0 75,0 120,0 4,0 0,5 4*2 25,64 44,99 29,33 0,04
14 0 45,0 45,0 240,0 4,0 1,5 4*2 -0,77 68,81 21,19 10,76
Plaquettes
essai Laev:g € Tenl\';%sFext eﬁﬁgi ezetn,Z%SL agig?i:)ns Quea(g;‘lte rinlg\I:g:es Soluble | Cellulose | Hémicellulose | Lignine
minutes | minutes | minutes | minutes | par heure g Nbr*min | %de MO | % de MO % de MO % de MO
1 0 75,0 45,0 120,0 1,0 1,5 4*5+2 | -14,98 51,12 38,78 25,07
2 5 75,0 75,0 240,0 1,0 1,5 4*5+2 | -34,30 29,96 59,71 44,62
3 0 75,0 75,0 120,0 4,0 1,5 4*2 -2,63 50,20 28,20 24,23
4 5 45,0 75,0 120,0 1,0 0,5 4*5+2 | -15,34 46,97 41,97 26,40
5 5 45,0 45,0 120,0 4,0 1,5 4*5+2 | -15,20 50,04 40,01 25,14
6 5 45,0 75,0 240,0 1,0 1,5 4*2 -13,50 49,23 39,67 24,60
7 5 75,0 45,0 240,0 1,0 0,5 4*2 -13,84 50,15 39,33 24,36
8 0 45,0 45,0 120,0 1,0 0,5 4*2 -13,37 51,28 37,78 24,32
9 5 75,0 45,0 240,0 4,0 0,5 4*5+2 | -12,86 51,88 37,39 23,59
10 5 45,0 75,0 240,0 4,0 0,5 4*5+2 | 12,11 49,27 38,78 24,06
11 2 60,0 60,0 180,0 2,5 1,0 4*5 -13,49 51,39 38,04 24,06
12 2 60,0 60,0 180,0 2,5 1,0 4*5 -13,63 51,36 38,55 23,72
13 0 75,0 75,0 120,0 4,0 0,5 4*2 -13,53 49,40 39,05 25,07
14 0 45,0 45,0 240,0 4,0 1,5 4*2 -20,54 44,29 45,08 31,17
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Compost C1

essai Lae\fg € Tenl\';%sFext eﬁﬁgi ezetn,Z%SL agig?i:)ns Queag;‘lte rinlg\I:g;es Soluble | Cellulose | Hémicellulose | Lignine
minutes minutes | minutes | minutes | par heure g Nbr*min | %de MO | % de MO % de MO % de MO
1 0 75,0 45,0 120,0 1,0 1,5 4*5+2 | 44,69 11,03 25,84 18,44
2 5 75,0 75,0 240,0 1,0 1,5 4*5+2 | 43,67 8,68 29,13 18,52
3 0 75,0 75,0 120,0 4,0 1,5 4*2 44,09 9,79 28,71 17,41
4 5 45,0 75,0 120,0 1,0 0,5 4*5+2 | 47,18 8,56 28,98 15,29
5 5 45,0 45,0 120,0 4,0 1,5 4*5 + 2 38,45 14,25 27,64 19,66
6 5 45,0 75,0 240,0 1,0 1,5 4*2 44,41 11,76 26,55 17,28
7 5 75,0 45,0 240,0 1,0 0,5 4*2 16,49 8,24 25,95 16,49
8 0 45,0 45,0 120,0 1,0 0,5 4*2 44,90 9,33 30,57 15,20
9 5 75,0 45,0 240,0 4,0 0,5 4*5 + 2 53,47 13,14 20,20 13,19
10 5 45,0 75,0 240,0 4,0 0,5 4*5+2 | 48,04 7,04 26,23 16,68
11 2 60,0 60,0 180,0 2,5 1,0 4*5 47,65 10,47 26,16 15,71
12 2 60,0 60,0 180,0 2,5 1,0 4*5 52,31 14,16 18,33 15,20
13 0 75,0 75,0 120,0 4,0 0,5 4*2 55,17 5,19 24,70 14,94
14 0 45,0 45,0 240,0 4,0 1,5 4*2 43,78 7,08 29,32 19,83
Compost C2
essai Laeff € Tenlzl%s;:ext ezetz%s;: et(etn,;%i agigtt)i:)ns Quea:;/te ringl:gres Soluble | Cellulose | Hémicellulose Lignine
minutes | minutes | minutes | minutes | par heure g Nbr*min | %de MO | % de MO % de MO % de MO
1 0 75,0 45,0 120,0 1,0 1,5 4*5+2 23,68 20,35 31,61 24,36
2 5 75,0 75,0 240,0 1,0 1,5 4*5+2 21,14 17,62 35,37 25,88
3 0 75,0 75,0 120,0 4,0 1,5 4*2 15,96 18,31 39,03 26,71
4 5 45,0 75,0 120,0 1,0 0,5 4*5 + 2 17,74 21,53 38,12 22,61
5 5 45,0 45,0 120,0 4,0 1,5 4*5+2 28,88 13,24 33,72 24,16
6 5 45,0 75,0 240,0 1,0 1,5 4*2 26,63 13,40 35,87 24,11
7 5 75,0 45,0 240,0 1,0 0,5 4*2 32,18 16,06 28,58 23,18
8 0 45,0 45,0 120,0 1,0 0,5 4*2 28,66 16,36 32,57 22,41
9 5 75,0 45,0 240,0 4,0 0,5 4*5+2 37,1 14,01 27,45 21,44
10 5 45,0 75,0 240,0 4,0 0,5 4*5+2 34,11 13,28 32,02 20,59
11 2 60,0 60,0 180,0 2,5 1,0 4*5 28,58 17,44 31,46 22,53
12 2 60,0 60,0 180,0 25 1,0 4*5 30,46 14,53 32,17 22,83
13 0 75,0 75,0 120,0 4,0 0,5 4*2 33,38 16,27 31,43 18,92
14 0 45,0 45,0 240,0 4,0 1,5 4*2 27,43 17,89 30,5 24,18
Compost C3
essai Laeff e Tenlzl%s;:ext ezetz%s;: et(etn,;%i agigtt)i:)ns Quea:;/te ringl:gres Soluble | Cellulose | Hémicellulose Lignine
minutes minutes | minutes | minutes | par heure g Nbr*min | %de MO | % de MO % de MO % de MO
1 0 75,0 45,0 120,0 1,0 1,5 4*5+2 12,62 23,59 37,72 26,08
2 5 75,0 75,0 240,0 1,0 1,5 4*5 + 2 10,16 20,49 41,98 27,37
3 0 75,0 75,0 120,0 4,0 1,5 4*2 12,02 23,38 39,37 25,24
4 5 45,0 75,0 120,0 1,0 0,5 4*5+2 15,28 17,31 43,23 24,18
5 5 45,0 45,0 120,0 4,0 1,5 4*5+2 9,32 22,81 39,54 28,33
6 5 45,0 75,0 240,0 1,0 1,5 4*2 7,33 21,89 42,85 27,93
7 5 75,0 45,0 240,0 1,0 0,5 4*2 15,63 23,28 35,61 25,49
8 0 45,0 45,0 120,0 1,0 0,5 4*2 11,31 22,03 39,66 27,00
9 5 75,0 45,0 240,0 4,0 0,5 4*5+2 18,90 21,97 33,98 25,15
10 5 45,0 75,0 240,0 4,0 0,5 4*5+2 15,12 22,26 37,62 25,00
11 2 60,0 60,0 180,0 2,5 1,0 4*5 11,35 22,19 38,71 27,75
12 2 60,0 60,0 180,0 25 1,0 4*5 13,05 22,53 38,73 25,69
13 0 75,0 75,0 120,0 4,0 0,5 4*2 16,65 20,09 38,19 25,07
14 0 45,0 45,0 240,0 4,0 1,5 4*2 8,23 23,56 39,96 28,25
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