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Lexique

Atm : Unité qui correspond a la pression atmosphérique moyenne de référence au niveau de la mer
qui s'établit a 1013 hPa (hectopascals) ou 1 bar.

Bio augmentation : Pratique consistant a introduire des micro-organismes exogénes ayant des
capacités de biodégradation afin d'assurer le processus de biodégradation et de réduire les temps de
traitement.

Biodéchets des ménages : Tout déchet non dangereux biodégradable de jardin ou de parc, tout déchet
non dangereux alimentaire ou de cuisine issu des ménages ou de producteurs assimilés (restaurants,
traiteurs, magasins de vente au détail).

CNTP : Conditions Normales de Température et de Pression
Compostage : Traitement biologique aérobie de déchets fermentescibles.

Déchets putrescibles : Déchets fermentescibles susceptibles de se dégrader spontanément dés leur
production. IlIs ont un pouvoir fermentescible intrinseque.

Economie circulaire : Développement d’un systéme de production et d’échanges prenant en compte,
des leur conception, la durabilité et le recyclage des produits ou de leurs composants de sorte qu’ils
puissent étre réutilisés ou redevenir des matiéres premieres nouvelles, afin de réduire la
consommation des ressources et d’améliorer I’efficacité de leur utilisation.

Méthanisation : Traitement biologique anaérobie des déchets fermentescibles produisant un gaz
combustible (biogaz) et un digestat.

OMA : Ordures Ménaggres et Assimilés

OMR : Ordures Ménageres Résiduelles : désigne la part des déchets qui restent aprés la collecte
séparée.

OTU : Operational Taxonomic Unit (en francais : Unit¢ Taxonomique Opérationnelle) est utilisée
pour regrouper des individus phylogénétiquement proches.

Valorisation : Réemploi, réutilisation, régénération, recyclage, valorisation organique ou énergétique
des déchets. Valorisation organique : utilisation du compost, digestat ou autres déchets organiques
transformés par voie biologique pour amender les sols.

V S : Volatil Solid
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1. Introduction
1.1.  Présentation du lieu de stage
1.1.1. INRAE

Ce stage a ¢été réalisé au sein de 1’Institut national de recherche pour l'agriculture, 1'alimentation et
I'environnement (INRAE). INRAE est un établissement public a caractere scientifique et technolo-
gique de recherche public (EPST). Il est né le 1°" janvier 2020 de la fusion entre 1’ Institut national de
la recherche agronomique (Inra) et I’Institut national de recherche en sciences et technologies pour
I'environnement et I'agriculture (Irstea). INRAE compte 18 centres localisés dans toute la France,
11000 agents (8200 titulaires et 2800 contractuels) répartis dans 202 unités de recherches, 43 unités
experimentales et 22 unités de service (INRAE, 2023).

Le centre de Jouy-en-Josas — Antony, présidé par Nathalie Touze, compte 18 unités de recherche
dont 10 unités mixtes de recherche (UMR), 2 unités expérimentales et 5 unités de services pour
environ 1000 agents. Il est rattaché a I’université Paris-Saclay, et est composée de 2 implantations
distinctes : une a Jouy-en-Josas (78) et une a Antony (92). Le centre de Jouy-en-Josas - Antony
développe des recherches sur la biologie animale, la microbiologie, les sciences de 1’aliment, la chaine
du froid, la gestion des déchets et la gestion de 1’eau.

1.1.2. L’unité de recherche : PROSE

L’unité de recherche PROSE (PRocédés biOtechnologiques au Service de I'Environnement), im-
plantée sur le site d'’Antony, mene des recherches sur les biotechnologies environnementales (diges-
tion anaérobie, traitements des eaux...). L’activité de ’unité s’inscrit dans de nombreux domaines
tels que 1’écologie microbienne, les biotechnologies, les génies des procédés, la métagénomique, la
bio-informatique...

L’unité est dotée d’équipements de pointe en chimie analytique (analyseurs et chromatographes
dont certains couplés a des spectrophotometres de masse isotopique ou a haute résolution) et en bio-
logie moléculaire (séquenceurs derniere génération, électrophorese automatisee...).

L’unité est dirigée par Théodore Bouchez (directeur) et par Laurent Mazéas (directeur adjoint).
L’unité est composée de 3 poles : pble porteur de projet, pole analytique et pdle expérimentation.
L’unité compte une vingtaine d’agents titulaires et une dizaine de doctorants, post-doctorants.



1.2.  Contexte de I’¢tude
1.2.1. Production et valorisation de déchets organiques

L’article L. 541-1-1 du code de I’environnement définit les biodéchets comme : "Les déchets non
dangereux biodégradables de jardin ou de parc, les déchets alimentaires ou de cuisine provenant des
ménages, des bureaux, des restaurants, du commerce de gros, des cantines, des traiteurs ou des
magasins de vente au détail, ainsi que les déchets comparables provenant des usines de transformation
de denrées alimentaires."

Une partie de ces déchets peut étre évitée, par exemple grace a la lutte contre le gaspillage
alimentaire. Le reste de ces déchets peut et doit €tre valorisé spécifiquement, pour garantir une bonne
qualité de traitement. Ils représentent une ressource importante en matiére et en €énergie ainsi qu’une
¢ventuelle source de revenus.

Les biodéchets (déchets putrescibles) représentent un tiers du contenu de la poubelle résiduelle des
Frangais, c’est-a-dire un tiers des déchets qui ne sont pas triés par les ménages (Figure 1). C’est un
gisement non négligeable qu’il faut maintenant détourner de 1’élimination en vue d’une économie
circulaire de la matiere organique (Figure 2).

35%
30%

254 kg/hab. en 2017
25%

20%

Verre
et métaux

15 %

10 %
Papiers . .
5o Plastique Textiles et
sanitaires

0%

Figure 1 : Composition des ordures ménageres résiduelles (OMR) en 2017 (Source : ADEME,
MODECOM®).
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Figure 2 : Les composantes de 1’économie circulaire (Source : ADEME).

Dans de nombreux pays d’Europe (Allemagne, Italie, Espagne, Belgique ...), la valorisation
organique des biodéchets collectés sélectivement s'est développée depuis une dizaine d’années.



Les déchets organiques ont la particularité de pouvoir étre dégradés par des micro-organismes,
ils sont donc fermentescibles. C’est pourquoi, la valorisation biologique est largement utilisée pour
les déchets putrescibles. Les 2 méthodes de valorisation biologique sont le compostage (procedé aé-
robie) et la méthanisation ou digestion anaérobie (procédé anaérobie).

Le compostage permet la dégradation de la matiere organique en présence d’oxygene pour la
production de compost. Alors que la digestion anaérobie ou méthanisation est un procédé biologique
qui exploite la capacité de certains microorganismes a dégrader la matieére organique en 1’absence
d’oxygene pour produire un biogaz riche en méthane, utilisable comme source d’énergie (Bernet,
2015). C’est la production de méthane qui est majoritairement recherchée dans digestion anaérobie
méme si les déchets digérés, appelés digestat, peuvent étre utilisés en agriculture pour fertiliser les

sols.

Les flux de déchets organiques entrant en plateforme de compostage sont en trés grande majorité
des déchets verts (64%), mais également des biodéchets des ménages (3%) (Figure 3a). Les déchets
entrant dans les unités de méthanisation sont trés majoritairement des biodéchets et des produits
alimentaires non consommeés (71 %) ainsi que des déchets verts (25%) (Figure 3b).
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Figure 3 : Composition des déchets entrant en plate-forme de compostage (a) et en unité
méthanisation (b) (Source : ADEME).

Ces filieres de traitement des biodéchets permettent un retour au sol de la matiére organique
(compost ou digestat) dans les deux cas et de produire des énergies renouvelables (électricité, chaleur
ou biocarburant) grace a la récupération du biogaz (méthanisation uniquement) (Figure 4).
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Figure 4 : La méthanisation : intrants et valorisation du biogaz et du digestat (Source : ATEE).



1.2.2. La méthanisation ou digestion anaérobie

La digestion anaérobie ou méthanisation est un procédé microbiologique de dégradation de la ma-
tiere organique en 1’absence d’oxygéne pour produire du digestat qui présente une valeur agrono-
mique et un biogaz riche en méthane (CH4, 50-70 %) et en gaz carbonique (CO2, 20-50 %) (Capos-
ciutti et al., 2020). Cette énergie renouvelable peut étre utilisée pour la production d’électricité et de
chaleur, la production d’un carburant, ou étre injectée dans le réseau de gaz naturel apres €puration.

Le méthane, s’il n’est pas récupéré et valoris€, est un gaz a effet de serre important qui a un
potentiel de réchauffement global 25 fois supérieur au CO;. Plus de 60% des émissions de méthane
sont d’origine anthropique c’est-a-dire issue de 1’activité humaine (agriculture, énergie, secteur des
déchets) (Bernet, 2015). Ces dernicres années, 1'intérét pour la production de biogaz suscite un intérét
grandissant en tant qu’alternative aux combustibles fossiles tant dans les pays industrialisés que dans
les pays émergents ou en développement.
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B. hydrolytiques

| Monomeéres I —
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Hydrolyse

Acidogenése
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alcools, ...
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acétoclastes hydrogénoptrophes
A 4
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Figure 5 : Les étapes de la digestion anaérobie (B. : bactéries ; A. : Archées) (Source : Bernet,
2015).

a) L’hydrolyse

La premiére étape de de la digestion anaérobie est I’hydrolyse. Dans cette étape, les molécules
complexes (polyméres) sont décomposées en molécules simples : les monomeres. L hydrolyse a lieu
par I’action des hydrolases libérées par de nombreuses bactéries aerobies (Yadav et al., 2022). C’est
une étape limitante car sa durée est fonction de la nature du substrat particulierement lorsqu’il est
composé de molécules trés complexes.

Les bactéries hydrolytiques ont un métabolisme de type anaérobie strict ou facultatif et ont une
croissance relativement rapide. Elles appartiennent a de trés nombreux genres microbiens parmi
lesquels on peut citer : Acetivibrio, Anaerovibrio, Bacillus, Bacteroides, Clostridium, Lachnospira,
Micrococcus, Pseudomonas, Ruminococcus, Synthrophomonas... (Moletta, 2015). L’hydrolyse est
¢galement réalisée par des eucaryotes (champignons et protozoaires).



b) L’acidogénese

La deuxiéme étape est appelée lI'acidogénese. A cette étape, les monoméres produits a 1’issu de
I’hydrolyse sont convertis en acides organiques, en alcools et en gaz. Parmi eux on retrouve des acides
gras volatils (AGV) comme le butyrate (6,4-29,4 %), I’acétate (3,4-24,1 %) ou le propionate (0,3-
12,8 %). On retrouve aussi d’autres molécules comme 1’éthanol (15,4-28,8 %), le dioxyde de carbone
et I’hydrogéne (4,0-8,1 %) (Oh et al., 2003). A cette étape 1’acétate, I’hydrogéne et le dioxyde de
carbone produits peuvent étre directement utilisés pour la méthanogénése (Yadav et al., 2022). C’est
une étape 30 a 40 fois plus rapide que I’hydrolyse. L’acidogenése est réalisée par des bactéries anaé-
robies strictes. On retrouve les genres Clostridia, Aeromonas, Bacillus, Pseudomonas, Acetobacte-
rium, Bacteroides, Pelobacter. ..

c) L’acétogeneése

La troisieme étape est I’acétogenése. Cette étape permet la production de précurseurs de la mé-
thanogénése (acétate, hydrogéne et dioxyde de carbone) & partir des molécules issues de I'acidogé-
nése. Cette transformation peut s’effectuer par deux voies métaboliques :

e la voie hétéroacétogéne qui conduit a la production d’acétate, de dihydrogeéne et de dioxyde
de carbone,
e la voie homoacétogeéne qui conduit uniquement a la production d’acétate.

La thermodynamique des réactions est défavorable car la variation d’enthalpie est positive (Ta-
bleau 1). Cela implique 1’¢limination du dihydrogéne pour passer d’une réaction endergonique a une
réaction exergonique (Siriwongrungson et al., 2007). Ces réactions ne deviennent possibles qu’avec
des pressions partielles d'hydrogéne trés faibles, de I’ordre de 10 & 10® atm. Ceci nécessite 1’¢élimi-
nation constante de I’hydrogéne produit car I’accumulation d’hydrogene conduit a I’arrét de I’acéto-
genése

Les bactéries acétogenes ont une croissance tres lente, se cultivent mal et sont sensibles aux pH
extrémes. Les hétéroacétogenes sont représentées par Syntrophomonas, Syntrophobacter ou
Pelotomaculum, alors que les homoacétogeénes sont représentées par Butyribacterium, Peptococcus,
Acetobacterium, Clostridium. ..

d) La méthanogénése

La derniére étape du processus est la méthanogenéese. Les archées méthanogenes transforment
(minéralisent) les produits de I’acétogenese en méthane a partir du dihydrogene, de ’acétate et du
dioxyde de carbone principalement. Cette transformation peut s’effectuer par deux voies
métaboliques :

e la méthanogenése acétoclaste produit du méthane et du dioxyde de carbone a partir de 1’acé-
tate (CH;COOH — CH4 + CO»). Cette voie représente 70% du méthane produit (Yadav et al.,
2022),

e laméthanogenese hydrogénotrophe produit du méthane a partir du dihydrogene et du dioxyde
de carbone (CO; + 4H, — CH4 + 3H20). Cette voie représente 30% du méthane produit (Ya-
dav et al., 2022).

Les méthanogeénes appartiennent au régne des archées et sont anaérobie stricte. Les méthanogenes
hydrogénotrophes comprennent les genres Methanosarcina, Methanoculleus, Methanobacterium,
Methanobrevibacter, Methanocorpuscullum... En revanche, en ce qui concerne la méthanogenese
acétoclastique, seulement deux genres sont représentés : Methanosaeta et Methanosarcina.



1.2.3. Parametres physico-chimique de la digestion anaérobie

La digestion anaérobie est un processus complexe qui nécessite la mise en place de certaines
conditions physico-chimiques pour lesquelles 1’ensemble des réactions biologiques est optimisé.

a) L’oxygeéne

Les premicres étapes de la digestion anaérobie sont réalisées par des bactéries anaérobies strictes
ou facultatives. En revanche, la méthanogénése est réalisée par des archées anaérobies strictes.
L’oxygéne est donc un inhibiteur de la flore méthanogene.

b) La température

La température est un paramétre important pour la croissance des micro-organismes et de 1’activité
enzymatique. La digestion anaérobie est opérationnelle a des températures allant de 4°C a 70°C. On
distingue classiquement trois gammes de températures de fonctionnement d’un digesteur :
psychrophile (4-15°C), mésophile (20-40°C) et thermophile (45-70°C). Les digesteurs mésophiles
(35°C) et thermophiles (55°C) sont les plus courants a I’échelle industrielle (Parkin & Owen, 1986).
La température influe également sur les équilibres des espéces chimiques présentes dans le milieu.
Les variations de températures peuvent donc affecter 1’écosystéme et perturber certains processus
biochimiques.

c) LepH

Tout comme la température, le pH influe sur la croissance microbienne, les réactions enzymatiques
ainsi que les équilibres des espéces chimiques. Les méthanogenes sont tres sensibles aux variations
de pH. Le pH optimal doit étre compris entre 6,5 et 7,6 (Parkin & Owen, 1986) mais 1’optimal varie
en fonction de 1’étape du processus : les bactéries fermentatives acidifiantes se développent autour
d’un pH de 5,5-6 alors que les acétogenes et les méthanogénes se situent plutdt autour d’un pH proche
de la neutralité.

1.2.4. Inhibiteurs de la digestion anaérobie

La digestion anaérobie implique une série de réactions biochimiques réalisées par une succession
de micro-organismes spécialisés formant un véritable réseau trophique. Cela suggére un équilibre
précaire entre des communautés microbiennes qui peut étre facilement déstabilisé par un changement
des parameétres opératoires ou encore par la présence de composés inhibiteurs.

a) L’azote ammoniacal

L’azote ammoniacal est produit lors de la dégradation de 1’azote organique. Cependant au de-dela
d’une certaine concentration (supérieure a 1 g/L, (Jimenez et al., 2015) cette molécule peut devenir
inhibitrice. L’ammoniac peut réduire considérablement les performances de la digestion anaérobie
(Chapleur et al., 2021). Les déchets et effluents contenant beaucoup d’azote peuvent donc inhiber la
méthanisation. L’équilibre chimique entre 1’ion ammonium (NH4") et ’ammoniac (NH3) dépend



principalement du pH et de la température : une augmentation du pH et/ou de la température induit
une augmentation de la concentration en ammoniac, qui est la forme la plus toxique.

b) Le sulfure d’hydrogéne

Le sulfure d’hydrogene (H2S) est le produit de réduction du sulfate par les bactéries sulfato-
réductrices (BSR). Les déchets et effluents contenant beaucoup de sulfates peuvent inhiber la
digestion anaérobie. Les BSR entrent alors en compétition avec les archées méthanogénes et les
bactéries homo-acétogénes pour 1’hydrogéne et/ou I’acétate d’une part, et avec les bactéries
acétogenes pour les AGV autres que 1’acétate d’autre part. Si les BSR prennent 1’ascendant sur ces 3
types de populations microbiennes, alors la forte concentration en HaS produite est toxique pour les
archées méthanogenes.

c) L’hydrogeéne

Le bon déroulement de la digestion anaérobie nécessite un équilibre entre la production
d’hydrogene (Hz) et sa consommation par les méthanogeénes hydrogénotrophes. Si un déséquilibre
intervient, alors I’hydrogeéne devient un inhibiteur des bactéries acétogenes. L’arrét de 1’acétogenése
a pour conséquences 1’arrét de la production de méthane, une augmentation de la concentration des
AGYV, et donc une diminution du pH, amenant ainsi a un arrét du digesteur. On consideére qu’une
pression partielle inférieure a 10" atm permet d’éviter les phénomeénes d’inhibition (Moletta, 2015).
Cela permet, d’un point de vue thermodynamique, 1’oxydation des acides gras volatils (AGV).

d) Les acides gras volatils

Les AGV sont des métabolites intermédiaires clés dans le processus de digestion anaérobie,
cependant une trop forte accumulation de ces derniers peut étre toxique pour les micro-organismes,
en particulier pour les méthanogenes. Il existe un équilibre fonctionnel entre les microorganismes
producteurs et consommateurs des AGV. L’accumulation des AGV engendre une baisse du pH qui
impacte les bactéries hydrolytiques. D’autre part, I’acidogenese peut étre auto-inhibitrice car c’est
une étape productrice d’AGV. En effet, pour des raisons thermodynamiques, le propionate et le
butyrate ne peuvent étres dégradés que lorsque I’acétate et I’hydrogeéne sont consommés (Mcinerney,
2005). Ce sont les archées méthanogenes les plus impactées par les AGV.

1.2.5. Le propionate dans la digestion anaérobie

Les substrats pouvant étre utilisés par les archées méthanogenes sont limités a I'acétate, le CO» et
le H». Les autres AGV, comme le propionate, le butyrate, le valérate ou 1'éthanol, doivent d’abord étre
convertis en acétate et H» lors de I’acétogenese.

a) Production de propionate

C’est a I’étape d’acidogenése que le propionate est produit. Parmi les micro-organismes impliqués
dans cette étape de la digestion anaérobie, les genres Geobacter, Pelobacter, Streptomyces,
Sorangium, Desulfatibacillim, Rhodopseudomonas, Mycobacterium, Acidovorax, Pseudomonas, et



Ralstonia sont connues pour étre responsables de la formation de propionate dans les digesteurs
anaérobie (Mu et al., 2023).

Le pyruvate joue un role central, il permet la production d’AGV dont le propionate. Chez les
bactéries fermentatives, il existe 2 voies de formation du propionate a partir du pyruvate (Figure 6) :

e la voie de ’acrylate : réduction du pyruvate au cours de laquelle le lactate est formé comme
intermédiaire (C¢H1206+ 2H2 — 2CH3CH2COOH + 2Hb»). Cette voie est assurée par des Clos-
tridia comme Clostridium propinicium.

e la voie methylmalonyl-CoA : conversion du pyruvate en oxaloacetate par une pyruvate car-
boxylase (3CsH1206 — 4CH3CH2COOH + 2CH3COOH + 2CO; + 2H>0). Cette voie méta-
bolique est utilisée par les bactéries acidogénes comme les Corynebacteria, Propionibacte-
rium, et Bifidobacterium.

La production du propionate est fortement influencée par une altération des conditions
expérimentales comme le pH, I'inoculum ainsi que l'inhibition du produit.

{ Organic substrates

\
\
1
|
1
1
1
1
1
l l -
| Polysaccharide | . P-omn Lipid :
l l '
Monosaccharide Amhn :rlds GI\ cerol
ADP
NADR, H
.\\.II‘ 1
Py ruvate Oxaloacetate
(um'z, NADS, < (—..“ (ﬁ, ~ NADIL,
= Propionyl  \ethylmalony
CoA
it e Malate
e ] - Napn,
Lactyl-CoA Lactate @’ FPH I NAD (;'"j

( — 1 ( Succinvl-CoA Fumarate
Aavivi-CoA - H
6—&.) l Snmn'\tc -—) {
— 1
Propionyl-CoA ATP ADP 1
!

Propionic acid

Figure 6 : Principales voies de formation de propionate durant la digestion anaérobie (Source : Mu
etal.,2023).

b) Métabolisme du propionate

Le propionate ne peut pas directement étre utilisé par les archées méthanogenes. Il doit d’abord
étre converti lors de I’acétogenese. Cette étape de la digestion anaérobie joue un role capital car elle
est responsable de 76 % de la transformation des matiéres organiques réduites. La dégradation du
propionate est critique en raison du fait qu'environ 6 a 35 % de la méthanogenese totale se fait via la
conversion du propionate, et I'oxydation du propionate en acétate et H» est souvent considérée comme
I'étape limitante (Mu et al., 2023).

En effet, 'oxydation du propionate a I'énergie libre de Gibbs la plus élevée (+76 kJ/mol) par rapport
aux autres AGV (Tableau 1, équation P). L'oxydation du propionate est plus énergétiquement
défavorable a moins que l'acétate et le H> produits ne soient consommés de manicre synchrone pour
que la réaction soit exergonique (Tableau 1, équation P+M). Cela nécessite donc une coopération,



une association syntrophique, entre les bactéries syntrophes oxydant le propionate (BSOP) et les
archées méthanogenes.

Tableau 1 : Réaction de dégradation des AGV et énergie libre de Gibbs (A : acétate, P : propionate,

B : butyrate, V : valérate, M : méthanogénese).

Eq. Réaction AG (kJ/mol, 25 °C)
A CH3;COO™ + HoO — HCO3™ + CHa -31.0
P CH;CH,COO™ + 3 H,O — CH3COO™ + HCOs + H" + 3 H; +76.1
B CH3CH2CH,COO™ + 2H20 — 2CH3COO™ + H' + 2H; +48.4
v CH;3;CH2CH>CH,COO™ + 2H29 — CH3COO™ + CH3CH,COO™ + 1951
H™ +2H»
M 4H, + HCO;” + H" — CHs + 3 H20 —135.6
P+M | 4 CH3;CH,COO +3H20 — 4 CH3COO™ + HCOs + H"+ 3 CH4 -102.4

L’oxydation du propionate peut s’effectuer par deux voies (Figure 7) :

Les

la voie la plus commune est la MMC (Méthylmalonyl-CoA), c¢’est I’oxydation du propionate
en acétate et en hydrogéne (Propionate + 2H>O — Acétate + CO» + 3Hb»),

’autre voie, la dismutation (le propionate est a la fois I’oxydant et le réducteur) est 1’oxydation
du propionate en acétate et en butyrate puis le butyrate est oxydé en acétate par la f-oxydation
syntrophique (2 propionate + 2H>O — 3 Acétate + 2H, + H") (Li et al., 2023).

BSOP appartiennent aux genres Desulfofundulus, Pelotomaculum, Smithella,

Syntrophobacter et Syntrophobacterium. Seul le genre Smithella est capable de faire la dismutation
du propionate (Westerholm et al., 2022).
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c) Facteurs influengant les BSOP

Les causes de I’inhibition des BSOP sont nombreuses : 1’accumulation de propionate dans les
digesteurs anaérobie est souvent associée a un stress comme la présence d’un inhibiteur, ou une
augmentation du taux de charge. Dans des conditions thermophiles, le temps de latence qui précede
la dégradation du propionate augmente considérablement (Li ef al., 2022). On constate une difficulté
des microorganismes a s'adapter aux conditions thermophiles pour dégrader le propionate. Ce qui
n’est pas le cas pour I’acétate ou le butyrate ou les conditions thermophiles sont plutot favorables.

Une augmentation de la concentration en propionate est souvent associée a une inhibition par
I’ammonium dans les digesteurs anaérobie traitant des déchets riches en protéines. L’ammonium
pourrait avoir un effet direct sur la population de BSOP (Bonk et al., 2018) ou un effet indirect en
inhibant les méthanogenes ce qui a pour conséquence une accumulation d’acétate et Hz, inhibiteurs
des BSOP.

L’oxydation du propionate peut avoir lieu dans une large gamme de pH. En revanche, 1’oxydation
du propionate et la production de méthane sont moindres a des pH faibles du fait de 1’activité plus
faible des méthanogenes et des acétogénes. Un pH stable autour de 7,3 est propice au bon
développement des bactéries anaérobies et des archées méthanogenes (Yuan & Zhu, 2016).

La population de BSOP représente une fraction faible de la communauté¢ (Ito et al,
2012). Certaines espéces de BSOP comme les espéces de 1'ordre des Syntrophobacterales, ont un taux
de croissance lent (Capson-Tojo ef al., 2017 ; Kendall et al., 2006). Si on associe ces deux facteurs
au fait que la réaction d’oxydation du propionate n’est pas favorable énergétiquement, de grandes
quantités de propionate peuvent alors inhiber le systéme.

Des niveaux élevés de propionate inhibent les méthanogénes (Barredo & Evison 1991 ; Dogan et
al., 2005) : la dégradation du dihydrogeéne en méthane est alors ralentie. Le dihydrogene et I’acétate
s’accumulent dans le systéme et inhibent les BSOP (van Lier ef al., 1993 ; Felchner-Zwirello et al.,
2013 ; Guo et al., 2021).

1.3.  Objectifs & problématique

La digestion anaérobie présente un potentiel intéressant. Mais une trop forte concentration en
AGV notamment le propionate crée des conditions défavorables en particulier pour les méthanogénes
(Lietal., 2022). Le systeme est alors inhibé et par extension la digestion anaérobie dans sa globalite.
Dans ce contexte, il est nécessaire de comprendre de maniere approfondie les communautés micro-
biennes qui dégradent le propionate et la relation syntrophique qu’elles entretiennent avec d’autres
micro-organismes notamment les méthanogenes.

L'utilisation de consortia microbiens avec moins de complexité, mais avec une efficacité égale a
celle d’un consortium complexe, pourrait conduire a des processus industriels plus controlés et
optimisés, ou encore permettre des ajouts dans des bioprocédés (bio-augmentation) pour améliorer
leurs performances ou lever une inhibition.
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Ainsi, l'objectif général de ce projet est d’obtenir un consortium microbien simplifié a partir de
consortia complexes par une méthode dite de « dilution-stimulation ». Pour atteindre 1’objectif géné-
ral, il est nécessaire de passer par plusieurs étapes afin d’obtenir un consortium simplifié et stable
dégradant le propionate. Ces étapes sont le suivi de 1'évolution de la composition en microorganismes,
I’analyse des parametres physico-chimiques et le choix d’une concentration optimale en propionate
pour le systéme.

Ainsi, on pourra se poser la question suivante : comment obtenir un consortium microbien sim-
plifié stable et dégradant efficacement le propionate a partir de consortia complexes ?

Dans un premier temps, nous chercherons a enrichir et a sélectionner les BSOP d’un inoculum issu
d’un digesteur anaérobie alimenté avec des biodéchets de restauration collective par des injections
successives de propionate comme seule source de carbone. Puis dans un second temps, nous
chercherons a diluer I’inoculum, afin de diluer la communauté microbienne globale complexe et
I’enrichir en BSOP par une méthode dite de « dilution-stimulation ». Cette méthode permettrait
d’obtenir une communauté microbienne simplifiée et stable dégradant le propionate, en sélectionnant
uniquement les individus utiles a la dégradation du propionate grace aux dilutions.

Pour cela, plusieurs parametres de performance seront suivis : pH, production globale de biogaz,
composition du biogaz (méthane, dioxyde de carbone, dihydrogéne), ainsi que 1’évolution de la
communauté microbienne (métagénomique : taxonomie et abondance).
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2. Matériels & Méthodes
2.1.  Systeme expérimental
2.1.1. Présentation du systéme

Des incubations en digesteurs batch ont été réalisées pour les deux séries d’expérimentation
(Figure 8). Des flacons a plasma en verre (volume utile de 250 mL pour les essais d’enrichissement,
100 mL pour les essais de dilution-stimulation) fermés hermétiquement avec un septum en
caoutchouc et une bague a vis en aluminium ont été utilisés. Afin, de faciliter la mesure de production
de biogaz en continu et les prélévements de gaz et de liquide, un tuyau couplé a un robinet ont été
mis en place. Chaque batch est raccordé a un compteur a gaz.

Figure 8 : Dispositif expérimental

2.1.2. Inoculum

Chaque batch est ensemencé avec un inoculum issu d’un bioréacteur mésophile alimenté régulie-
rement avec des biodéchets issus de la restauration collective. Avant utilisation, de I’inoculum est
soutiré et placé en anaérobiose afin qu’il se stabilise, ¢’est-a-dire qu’il n’y ait plus de production
endogéne de biogaz. Une fois stabilisé, I’inoculum est prét a étre utilis¢ Dans le cas des expérimen-
tations « dilution — stimulation », I’inoculum a également été préalablement filtré a 80 um pour éli-
miner les plus gros débris et rendre les lectures d’absorbance a 600 nm possibles.

2.1.3. Milieu BMP

Le milieu BMP (Biochemical Methane Potential) est utilisé pour évaluer la biodégradabilité de
composés organiques sous 1’effet de communautés microbiennes anaérobies. C’est un tampon phos-
phate contenant des sels minéraux et des éléments traces. La composition du milieu BMP est la sui-
vante :

12



Tableau 2 : Composition du milieu BMP.

Tampon phosphate / sels minéraux Quantité
KH,PO4 0,279
Na,HPO4, 12H-0O 1,12 g
NH4Cl 0,53 ¢
CaCly, 2H,0 0,075 g
MgCl,, 6H20 0,19
FeCl, 4H,O 0,029
Solution mére d’¢léments trace 10 mL
H,O QSP1L

Tableau 3 : Composition de la solution mere d'éléments trace.

Solution mére d’éléments trace Quantité
MnCl, 4H,0O 0,05 ¢g

H;BOs 0,005 g

ZnCl, 0,005 g

CuCly, 2H,0 0,003 g
Na;Mo0Og4, 2H,0 0,001 g
CoCl,, 6H,O 0,1 g

NiCl, 6H,0 0,01 g
NaxSeOs 0,005 g

H,O QSP1L

2.1.4. Substrat : propionate de sodium

Du propionate de sodium est utilisé en tant que substrat comme seule source de carbone dans tous
les batchs sauf le contrdle qui n’en contient pas.

Dans les essais « enrichissement » plusieurs concentrations en propionate sont testées (de
0 g/L a 10 g/L, Tableau 4) afin de déterminer une concentration en propionate optimale. Une série
controle est préparée sans propionate afin de pouvoir suivre la production de biogaz endogene qui
serait liée au milieu. Les batchs A a E regoivent 3 injections de propionate a la méme concentration.
Le batch F, quant a lui, a la particularité de recevoir des injections avec des concentrations croissantes
en propionate a chaque injection (0,2 ;0,4;0,6;0,8;1;2;3;4;5;8et10 g/L de propionate).

Pour les essais « dilution-stimulation », une seule concentration en propionate a été utilisée : 1 g/L

(déterminée grace aux résultats des batchs « enrichissement »). Le but est de sélectionner un
consortium fonctionnel, stable et simplifié dégradant le propionate grace a une étape de dilution.
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Tableau 4 : Composition des batchs.

Essai Enrichissement
Série Controdle A B C D E F
Inoculum (mL) 225
BMP (mL) 25
Propionate 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 0,2210,0
(g/'L)
Essai Dilution - Stimulation
Série H I J K L M
Inoculum (mL) 0,1 0,5 1 5 10 25
BMP (mL) 99,9 99,5 99 95 90 75
Propionate 1,0
(g/L)

2.1.5. Conditions expérimentales

Chaque batch est préparé en triplicat. Il contient I’inoculum, le milieu BMP ainsi que du propionate
(Tableau 4).

L’anaérobiose est obtenue par 3 cycles de vide / injection de diazote pour €éliminer I’oxygene et
saturer le ciel gazeux en azote.

Les flacons sont placés a 35°C (conditions mésophiles) sans agitation et raccordés aux compteurs
a gaz.

Dans le cas des essais « enrichissement », lorsque la production de biogaz s'arréte suite a 1’ajout
de propionate, des prélevements de la phase liquide (10 mL) et de la phase gazeuse (17 mL) sont
effectués dans chaque batch pour les analyses (Figure 9).

Un nouvel ajout de propionate (10 mL dans du BMP) est alors réalisé, a la méme concentration
pour les batchs A a E, avec une concentration croissante dans les batchs F, alors que seul du BMP est
ajouté dans les batchs contrdles. Le volume est ainsi maintenu a 250 mL. Au total, trois ajouts de
propionate a la méme concentration ont été faits dans les batchs A a E, et onze ajouts avec des con-
centrations croissantes dans les batch F (0,2 ;0,4;0,6;0,8;1;2;3;4;5;8et 10 g/L). Les batchs
A, B, C, D et E et contrble sont arrétes aprés 3 injections.
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Figure 9 : Protocole expérimental résumé des batchs « enrichissement ».

Pour les essais «dilution — stimulation », lorsque la production de biogaz s’arréte, des
prélevements de liquide et de biogaz sont également réalisés pour les analyses. En revanche, une
partie de la phase liquide de la génération N est transférée dans de nouveaux batchs afin de servir
d’inoculum pour créer la nouvelle génération N+1. La nouvelle génération contient alors un certain
volume d’inoculum (par exemple : 25 mL pour M) complété jusqu’a 100 mL avec du BMP contenant
du propionate (75 mL pour M). A chaque nouvelle génération, on dilue la génération précédente de
la méme fagon (dilution au quart pour M) (Tableau 4 et Figure 10).
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Figure 10 : Protocole expérimental résumé des batchs « dilution — stimulation ».
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2.1.6. Prélevements

Les préléevements de la phase liquide (10 mL) sont réalisés a I’aide d’une seringue via le tuyau
inséré dans le septum afin de garder le systéme en anaérobiose. Sur les 10 mL prélevés, 6 mL sont
centrifugés a 10 000 g pendant 10 minutes a 4°C dans des tubes de 2 mL de sorte a pouvoir séparer
le culot et le surnageant, le volume restant (4 mL) est conservé dans un tube. Les culots et les
surnageants sont conservés a -20°C (sauf un des 3 surnageants qui est utilis¢é immédiatement apres
centrifugation pour mesurer le pH). Les culots seront utilisés pour réaliser un séquengage et les
surnageants pour une analyse des AGV.

Les prélévements de la phase gazeuse (17 mL) sont réalisés a 1’aide d’une seringue a gaz
directement dans le septum afin de garder le systéme en anaérobiose : 10 mL sont injectés dans un
tube sous vide pour mesurer la composition du biogaz par micro-chromatographie en phase gazeuse,
le restant (7 mL) dans un autre tube pour la mesure du fractionnement isotopique.

Lorsque les batchs sont arrétés, un prélévement habituel a lieu (liquide et gazeux). Le reste de la
phase liquide est centrifugé a 10 000 g pendant 10 minutes a 4°C. Le surnageant est jeté et le culot
gardé pour réaliser un séquengage.

2.2.  Analyses chimiques
2.2.1. Volume biogaz

La production cumulée de gaz est mesurée en continu grace aux compteurs a gaz. Chaque
compteur a gaz est muni d’une chambre de 5 mL. Lorsque du biogaz est produit, le gaz s’accumule
dans la chambre et lorsque le volume de gaz dépasse 5 mL, un clapet bascule. C’est ce nombre de
basculements qui est enregistré, décompté et rapporté en volume de biogaz produit.

2.2.2. Composition du biogaz

La composition du biogaz (CHs, CO: et H>) est obtenue par micro-chromatographie en phase
gazeuse (Varian CP4900). La micro-GC est équipée de trois colonnes d’élution en paralléle avec de
I’hélium comme gaz vecteur. Le signal mesuré correspond a la différence de conductivité thermique
entre le gaz de 1’échantillon et le gaz vecteur.

2.2.3. Fractionnement isotopique

Afin de mettre en évidence la voie majoritairement utilisée pour la formation du méthane, une
mesure du fractionnement isotopique du méthane et du dioxyde de carbone (8'°CHa et §'°CO») est
réalisée. Un chromatographe en phase gazeuse (Thermo Scientific) couplé a un spectromeétre de
masse a rapport isotopique Delta V Plus via un GC combustion III (Thermo Scientific) a été utilisé
pour effectuer I'analyse. Comme indicateur de la voie méthanogene, le facteur isotopique apparent
(aapp) a été calculé :

s3co, + 103

HPP T $TCH, + 10°

Généralement, on suppose que si le aapp est supérieur a 1,065, la voie hydrogénotrophe est
majoritaire. Au contraire, si le aapp est inférieur a 1,055, la méthanogénese est dominée par la voie
acétoclastique (Conrad, 2005).
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2.2.4. pH

Afin de s’assurer du bon fonctionnement du systeme le pH est mesuré (pH-meétre 1Q160) avant
chaque nouvelle injection. Le but étant de s’assurer que le pH reste stable et proche de 7.

2.25. AGV

La chromatographie ionique (ICS 5000+) permet de déterminer la concentration en AGV des
surnageants dilués au 1/4, avec une gamme de concentration allant de 1 a 500 mg/L. Le
chromatographe est équipé d’une colonne d’exclusion stérique IONPAC ® ICE-AS1 (9 * 250 mm)
permettant la détection de nombreux AGV (propionate, butyrate, formate, acétate, lactate, valérate et
caproate). Le détecteur utilisé est un détecteur a conductivité thermique. Les ¢luants utilisés sont
I’acide heptafluorobutyrique a 0,04 mmol/L et I’hydroxyde de tétrabutylammonium (TBAOH) a 5
mmol/L. La limite détection est évaluée a 0,33 mg/L

2.2.6. Modeles et analyses statistiques
a) Traitement des données

Aprés curation des artefacts, les résultats sont présentés sous forme de graphiques grace a R
Studio (version 4.2.2). Les données qui n’ont pas été prises en compte correspondent a des aléas
expérimentaux (injection trop importante de propionate, mauvaise étanchéité du septum,
basculements du clapet du compteur a gaz suite a la dilatation du diazote injecté pour 1’anaérobiose
une fois le batch placé a 35°C).

b) Volume maximal théorique de méthane

Le volume théorique de méthane a été calculé selon 1’équation suivante (Angelidakil & Sanders,
2004) ;

n . a b
B =(7"F§__Z>2Z4 (entp 2
oth ™ 12n+a + 16b g-Vs

Bo.th : rendement en méthane ((CNTP L CH4)/g-VS) ,n : nombre d’atome de carbone, a : nombre

d’atome d’hydrogeéne, b : nombre d’atome d’oxygene, 22,4 correspond au volume en litre d 'une mole
de méthane en CNTP

Le volume maximal théorique de méthane s’¢éleve a 598 mL/g de propionate.
€) Mode¢le de LOESS

Pour représenter la production cumulée de biogaz (en mL/g de propionate) au cours du temps, le
modele LOESS (LOcally Estimated Scatterplot Smoothing) a été utilisé a partir des volumes moyens
des triplicats d’un méme batch. Le modéle de LOESS est une méthode de régression non-paramé-
trique. Il permet de produire des courbes liss€es ajustées a un nuage de point. Les prises de mesures
du volume de biogaz produit entre triplicats n’ayant pas lieu en méme temps, le modéle de LOESS
permet de palier a ce probléme.
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d) Modg¢le de croissance

Les taux de production de biogaz en fonction de la concentration injectée ont été calculés avec le
package Growthcurverdisponible dans R Studio (version 4.2.2). Il permet d’ajuster les données de
vitesse de production a une forme standard de 1’équation logistique :

Nt : volume de biogaz au moment t (mL / g de propionate), K . capacité de charge (volume
maximal théorique) (mL / g de propionate), N, : volume de biogaz au debut du batch (mL / g de
propionate), ¥ : taux de production qui se produirait si aucune restriction n’était imposée (jour -
)t : temps (jour)

2.3.  Analyses des communautés microbiennes
2.3.1. Croissance microbienne

La croissance microbienne a été mesurée par spectrophotométrie (densité optique a 600 nm) dans
les batchs « dilution-stimulation » & chaque en début et fin de génération.

2.3.2. Séquengage ADNr 16S

L’ADN des culots obtenus est extrait avec le kit DNeasy PowerSoil Pro (Qiagen ®) selon le
protocole fourni par le fabricant. Le protocole combine une lyse chimique et mécanique (bead
beating) afin de casser les cellules et libérer le matériel génétique. Le lysat brut est ensuite purifi¢ par
centrifugation afin d’¢liminer les débris cellulaires et les inhibiteurs de PCR. Le lysat purifié
contenant I’ADN passé a travers une membrane de filtration en silice. La membrane est lavée et
I'ADN li¢€ a la silice est ensuite €¢lu¢ en utilisant un tampon d'élution (50 ou 100 pL). L’ADN est
quantifié par spectrophotométrie & 260 nm. Les ADN extraits sont utilisés pour le séquencage des
régions V4-V5 de ’ADNr 16S. Les régions V4-V5 sont amplifiées par PCR a 1’aide des amorces
515F  (5-GTGYCAGCMGCCGCGGTA-3") et 928R (5-CCCCGYCAATTCMTTRAGT-3')
contenant les adaptateurs spécifiques. Chaque amplicon est ensuite indexé lors d’une seconde PCR
afin de pouvoir séquencer plusieurs échantillons en méme temps. Chaque librairie est normalisée et
poolée pour le séquengage.

PCR 1 R ROI
(region specific) “ o
5'- ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT- [gene specific]
Cleanup 1 re primer

primer overhangs required for PCR 2

5'- GTGACTGGAGT TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT- [gene specific]

PCR2 =2
(indexing) o cleanup based on magnetic beads
@CIeanup 2
final
library
. library index
@I ibrary QC
priming site
for seq reaction
\
sequencing

(e.g. MiSeq, NovaSeq SP)

Figure 11 : Préparation de la bibliothéque d'amplicons (Source : NGI Suede)

18



Les librairies sont séquencées a 1’aide du séquenceur MiSeq (Illumina) selon le protocole du
fabricant. La technologie utilisée repose sur une amplification en ponts des librairies (bridge
amplification) sur support solide (flow cell) (Figure 12, a) suivi d'un séquencage par synthese
chimique (SBS) des colonies d'ADN (clusters) préalablement amplifiés (Figure 12, b). Un terminateur
réversible marqué par fluorescence est imagé a mesure que chaque dNTP est ajouté, puis clivé pour
permettre l'incorporation de la base suivante.

a Adapter

= DNA fragment
DNA {
7 | -

: l ’ ;/\, Dense lawn
:::: ,_i‘;‘ — \ of primers

s . Adapter
cose S
P o00e.
oves . %3sq |
Adapters | | | I 1 | | /
1 | 1
Prepare genomic DNA sample I Vi | " Attach DNA to surface
Randomly fragment genomic DNA I ' I Bind single-stranded fragments
and ligate adapters to both ends of | \ | randomly to the inside surface
the fragments. 1 of the flow cell channels.
Nucleotides ,

LNy i L,
: b l Attached

1, ! 1.
L ] l|| 'l ! | i A it gl
1) 1 I " 1y ! ? | b
! | I y1 Bridge amplification | 17 Denature the double
W Add unlabeled nucleotides i I stranded molecules
| and enzyme to initiate solid- !

| phase bridge amplification. I

First chemistry cycle:

determine first base .
To initiate the first

sequencing cycle, add

all four labeled reversible G

terminators, primers, and
DNA polymerase enzyme

to the flow cell.

| {
AL L h l/ Before initiating the
’ | f first chemi cycle next chemistry cycle
d (] I ge of ycy Ty cy
1, P,
Iit | {

After laser excitation, capture the image The blocked 3' terminus

of emitted fluorescence from each and the fluorophore
| | | cluster on the flow cell. Record the from each incorporated
1 identity of the first base for each cluster. base are removed.
Laser
T A A G ®
G > . *. >6 > . —>» GCTGA...
® 0 ® G ® 0 ® 0 ¢ @

Sequence read over multiple chemistry cycles

Repeat cycles of sequencing to determine the sequence
of bases in a given fragment a single base at a time.

Figure 12 : Principe du séquencage SBS Illumina (Source : [llumina)

19



2.3.3. Traitement bio-informatique des séquences

Les séquences d’ADNr 16S ont été importées dans Galaxy, plateforme en ligne qui continent un
ensemble d’outil pour la manipulation et I’analyse de données génomique. Nous utilisons le worklfow
FROGS (Find Rapidly OTU with Galaxy Solution) (version 4.1.0) (Escudié¢ et al., 2018) pour
analyser les données. Ainsi on construit une matrice de comptage d’OTU (Operational Taxonomic
Unit) pour chaque échantillon avec une affiliation taxonomique.

L’outil a fusionné les reads « paired-end » en utilisant flash (version 1.2.11) sur la base des régions
chevauchantes. Puis, une étape de filtration a lieu grace a cutadapt (version 2.1) afin de conserver les
reads qui ont une longueur comprise entre 390 et 430 pb et éliminer ceux qui contiennent des bases
ambigués ou qui ne contiennent pas les séquences d'amorces complétes. Ensuite une étape de
clustering est effectuée a l'aide de l'algorithme swarm (version 2.1.2) avec une distance maximale
d'agrégation de trois bases. Les séquences chimériques sont supprimées a l'aide de VSEARCH
(v2.17.0) avec validation croisée entre échantillons. L'affiliation taxonomique de la séquence
représentative de chaque cluster est réalisée en utilisant la base de données
16S_SILVA Pintail100 138 al'aide de BLAST. Enfin, un arbre phylogénétique a été construit a l'aide
de FastTree (version 2.1.1018) (Escudié et al. 2018). Ainsi, on obtient une table de comptage de
chaque OTU pour chaque échantillon, avec affiliation taxonomique.

2.3.4. Analyse statistique

Les différentes matrices de comptage issus des analyses de biologie moléculaire ont été examinés
grice a une analyse en composantes principales (ACP). Cette méthode d'analyse multivariée est une
technique descriptive permettant d'étudier les relations qui existent entre différentes variables, ici les
abondances des différents OTUs. L'ACP permet grace a la projection des données sur différents axes
factoriels de visualiser des corrélations entre les variables et d’identifier des groupes d’échantillons
homogeénes.
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3. Résultats & discussion

3.1.  Batchs « enrichissement » (A, B, C, D, E et F)

3.1.1. Analyse de la production de gaz

Des batchs contrble ont permis de mettre en évidence qu’il n’y avait pas de production de biogaz
liée a I’injection de milieu BMP.
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Figure 13: Volume de biogaz (mL/g de propionate) produit au cours du temps (en jour) pour les
batchs A, B, C,D et E.
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Figure 14 : Volume de biogaz (mL/g de propionate) produit au cours du temps (en jour) pour les

batchs F
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Dans un premier temps, on remarque qu’a chaque injection de propionate du biogaz est pro-
duit. En effet, le propionate est consommeé, ce qui engendre une production de gaz jusqu’a épuisement
du substrat. Cela suggére que le consortium bactérien parvient a utiliser le propionate et cela a n’im-
porte quelle concentration testée.

A chague injection le volume de gaz produit rapporté a la concentration en propionate injectée
entre les triplicats est relativement similaire (de I’ordre de 500 a 600 mL de biogaz par gramme de
propionate). Ce qui démontre que les résultats sont répéetables et par conséquent fiables.

Cependant plusieurs volumes maximums sont en dehors des limites de 500 a 600 mL de bio-
gaz par gramme de propionate :

e |e batch A (Figure 13) produit moins de gaz que les autres batchs. Toutefois les erreurs
standards des productions de gaz sont tres importantes entre les triplicats. Il est, par con-
séquent, difficile de conclure quoi que ce soit sur le volume maximal produit du batch A

e Le batch F a I’injection 4 (0,8 g/L) (Figure 14) produit plus de gaz que les autres batchs.
Cela s’explique par une erreur de manipulation : une trop grande quantité a été injectée
dans le batch F1 a I’injection 4, faussant ainsi les résultats.

Pour le batch F (Figure 14), on remarque aussi un volume similaire entre les batchs (500 a
600 mL de biogaz par gramme de propionate). Pourtant, on observe une diminution du volume maxi-
mal de gaz produit a partir de 5 g/L. Il semblerait que le systeme éprouve des difficultés le propionate
car en concentration trop importante par rapport la biomasse en capacité a le dégrader. Cette « inhi-
bition » par excés de substrat se répercute sur le volume maximal de gaz produit mais aussi sur la
vitesse de production de biogaz (Figure 14). On observe le méme phénoméne pour les concentrations
a5 g/L. Les concentrations a 5 ; 8 et 10 g/L ne seront donc pas sélectionnées pour les batchs « dilu-
tion-stimulation ».

A 10 g/L (Figure 14), on remarque un changement dans la forme de la courbe environ 21 jours
apres I’injection. En effet aprés 21 jours la vitesse de production semble diminuer davantage. Cela
pourrait s’expliquer par un changement de métabolisme dans I’oxydation du propionate.

3.1.2. Analyse du taux de production de biogaz

Le taux de production de biogaz correspond a I’aptitude qu’a le consortia a dégrader
rapidement le propionate. Plus celui-ci est grand et plus le volume maximal de gaz est atteint
rapidement. Le volume maximal de gaz étant presque similaire entre les différents batchs
« enrichissement » (500 a 600 mL/g de propionate), c’est le taux de production qui déterminera le
choix de la concentration en propionate optimale pour les essais de dilution-stimulation.
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Figure 15: Taux de production de biogaz en fonction de la concentration en propionate (g/L).

Le taux de production de biogaz est corrélé au nombre d’injections et a la concentration en
propionate. En effet, le taux de production est de plus en plus fort au sein d’un méme batch, au fur et
a mesure des injections alors que la concentration reste la méme (Figure 15, série A-E). De plus,
lorsque 1’on compare les taux de productions entre les batchs on remarque que plus la concentration
injectée est élevée et plus le taux de production est faible (Figure 15).

Cela est d’autant plus marqué pour le batch F (Figure 15, série F). On distingue 5 groupes, qui
différent entre eux de par leur taux de production. Le groupe 1 : 0,2 g/L a 1 g/L (courbes rouge-jaune).
Le groupe 2 : 2 a4 g/L (courbes vertes), la courbe a 5 g/L, la courbe a 8 g/L et la courbe a 10 g/L. Le
taux de production entre ces groupes est assez homogene.

Le groupe 1 est représenté par des concentrations faibles en propionate. C’est a ces
concentrations que le taux de production est le plus important. C’est donc dans ce groupe que la
concentration optimale en propionate pour le batch « dilution-stimulation » sera sélectionnée. Nous
choisirons la concentration la plus élevée de ce groupe, soit 1 g/L car il n’y pas de différence en terme
de vitesse et de rendement avec les concentrations inférieures. D’autre part, de plus faibles volumes
d’inoculum seront utilisés pour les batchs « dilution-stimulation », par conséquent on ne peut pas
choisir des concentrations supérieures sans risquer de ne plus avoir un ratio inoculum/substrat
optimal.

Bien que, le groupe 2 posséde des volumes maximaux équivalents au groupe 1 (Figure 12),
les taux de production eux sont moindres (Figure 15, série F). D’autre part, étant donné que 1’inocu-
lum sera dilué, il ne faudrait pas qu’un le ratio inoculum/substrat soit trop faible

A partir de 5 g/L, le taux de production et le volume maximal commence a réellement baisser

(Figure 15, série F). On peut donc consideérer que le ratio inoculum substrat commence a ne plus étre
optimal. Cet effet est encore plus marqué a 8 et a 10 g/L.
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3.1.3. Analyse des biogaz

Suivre la production et le taux de production du biogaz est intéressant mais étudier la propor-
tion des différents gaz notamment le méthane est un bon indicateur de la performance de la digestion
anaérobie et par extension du systéme. Pour cela des graphiques en baton du volume moyen des gaz
produits sont représentés. Les barres d’erreur représentent 1’écart-type des volumes maximaux pro-
duits (Figure 16, 17 et 25). Le volume maximum théorique de méthane s’¢léve a 598 mL/g de pro-
pionate, il représenté par la ligne en pointillé noir (Figure 16, 17 et 25).
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Figure 16 : Volume moyen des gaz produits (CHs, CO2 et H) pour les batchs A, B, C, D et E.
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Figure 17 : Volume moyen des gaz produits (CHs, CO2 et H») pour le batch F.

La proportion de gaz produits est similaire entre les différents batchs A, B, C, D et E (Figure
16). Le méthane est majoritairement produit & environ 85%. Le dioxyde de carbone et le dihydrogene
représentent respectivement environ 14,3% et 0,17 % des gaz produits. Pour le batch F, la proportion
de gaz produits est similaire entre les différents batchs. Les proportions de gaz pour le batch F (Figure
17) sont similaires aux batchs A, B, C, D et E (85,5 % de méthane, 14,35 % de dioxyde de carbone
et moins de 0,16 % de dihydrogeéne).

On remarque que les volumes expérimentaux en méthane pour les batchs B a E se rapprochent du
volume en méthane théorique (Figure 16). Les rendements sont donc satisfaisants pour ces batchs :
de I’ordre de 83%. Cependant, les rendements du batch A viennent baisser cette moyenne.

Les rendements de F eux sont moins importants (Figure 17). On obtient un rendement moyen
de 73% (sans prendre en compte I’injection a 0,8 g/L). Les rendements a5 ; 8 et 10 g/L font baisser
le rendement moyen du batch F a cause d’un volume maximal produit plus faible comparé aux autres
concentrations.
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3.1.4. Analyse isotopique

L’analyse isotopique permet de mettre en évidence la voie méthanogéne empruntée
pour la formation du méthane (voie acétoclastique, voie hydrogénotrophe ou pas de voie
préférentielle). Certains micro-organismes utilisent une voie ou I’autre, ou les deux. Ainsi, les
résultats d’analyse isotopique pourront étre comparés aux résultats de séquencage.
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Figure 18 : Facteur isotopique apparent (aapp) du batch A, B, C, D et E.
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Figure 19: Facteur isotopique apparent (aapp) du batch F.

On remarque qu’il n’y a pas de voies préférentielles pour les batchs A, B, C, D et E (Figure
18).

Pour le batch F, on constate que les concentrations entre 0,2 et 4 g/l n’empruntent pas de
voies préférentielles de la méthanogéneése (Figure 19). A I’inverse, on remarque que les concentra-
tions supérieures (5 et 8 g/L) induisent un changement de méthanogéneése. On passe d’une méthano-
génése dite mixte & une méthanogénese acétoclastique (Figure 19). Ces concentrations en propionate
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élevées peuvent engendrer une pression de sélection importante sur le consortium et principalement
sur les archées méthanogenes. Il est probable qu’un changement important de la proportion de micro-
organisme opeére a partir de 5 g/L et par extension un changement de méthanogenese.

3.1.5. Séquencage
a) Batchs C,DetE
L’analyse de la communauté microbienne par séquencage permet de faire des corrélations
entre les parametres expérimentaux physico-chimiques et les communautés microbiennes des

¢chantillons. On cherche ainsi a comprendre en quoi les communautés influencent les bioprocédés de
digestion anaérobie.
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Figure 20 : Abondance relative des régnes pour le batch C, D et E.

IIn’y a pas d’évolution de la communauté microbienne au niveau des régnes entre le controle
et les batchs C, D et E (Figure 20). Il y a environ 85% de bactéries et 15% d’archées lorsque la
concentration en propionate est faible. Cette abondance relative est courante dans les digesteurs
anaérobies, par exemple pour 1’é¢tude de Montero et al., 2008 I’abondance (au démarrage du batch)
était de 88% de bactéries et 12 % d’archées.
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Figure 21 : Abondance relative des OTUs majoritaires pour le batch C, D et E.
Tableau 5 : OTUs majoritaires pour le batch C, D et E
OTU Régne Phylum Classe Ordre Famille Genre Espéce
Cluster_ | Bactérie | Desulfobacte | Syntrophobact | Syntrophobacter | Syntrophobactera | Syntrophoba | Syntrophoba
1 rota eria ales ceae cter cter
sulfatireduce
ns
Cluster | Bactérie Firmicutes Clostridia Clostridiales Clostridiaceae Clostridium
11 sensu stricto
1
Cluster_ | Bactérie | Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Rikenellaceae DMERG64 Rikenellacea
2 e bacterium
DTU002
Cluster | Bactérie | Thermotogot | Thermotogae Kosmotogales Kosmotogaceae Mesotoga Mesotoga
3 a infera
Cluster | Bactérie | Bacteroidota | Ignavibacteria | Ignavibacteriale PHOS-HE36
4 s
Cluster | Archée Halobacterot | Methanosarcin | Methanosarcini | Methanosarcinac | Methanosarc
5 a ia ales eae ina
Cluster | Bactérie Firmicutes Clostridia Clostridiales Clostridiaceae Multi-
6 affiliation
Cluster | Archée | Halobacterot | Methanosarcin | Methanosarcini | Methanosaetacea | Methanosaet | Methanothri
7 a ia ales e a X soehngenii
Cluster_ | Bactérie | Synergistota Synergistia Synergistales Synergistaceae
8
Clu;ter_ Bactérie Bacteroidota Bacteroidia Sphing;)el;acteria Lentimicerobiacea Lenti;nnicrobi

On remarque que les 10 OTUs majoritaires représentent environ 60% de la communauté
microbienne (Figure 20). Parmi eux, on retrouve la bactérie du genre Syntrophobacter (Cluster 1) et
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les archées méthanogenes du genre Methanosarcina (Cluster 5) et Methanosaeta (Cluster 7)
(Tableau 5).

La présence des OTUs ne change pas entre les différents batchs en revanche 1’abondance
relative varie. On peut voir que plus il y a de propionate, et plus 1’abondance du genre
Syntrophobacter augmente (de 1% dans le contrdle a 8% dans E). Syntrophobacter est une bactérie
connue pour son activité syntrophique d’oxydation du propionate (Chen et al., 2005). Ceci montre
qu’il y a bien un enrichissement en BSOP aprés 3 injections de propionate a la méme concentration.
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Figure 22 : Abondance relative des régnes pour le batch Fa 1,2, 3, 5 et 8 g/L.

On remarque une évolution de la communauté microbienne au niveau du régne en fonction de
la concentration en propionate dans les batchs F (Figure 22). A partir de 3 g/L de propionate, on passe
de 15% d’archées a 20%.
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Figure 23 : Abondance relative des OTUs majoritaires pour le batch Fa 1, 2,3, 5et 8 g/L
Tableau 6 : OTUs majoritaires pour le batch Fa 1,2, 3,5et 8 g/L

OTU Régne Phylum Classe Ordre Famille Genre Espéce
Cluster_ Bactérie Desulfobacte | Syntrophobact | Syntrophobacte | Syntrophobacter | Syntrophobac | Syntrophoba
1 rota eria rales aceae ter cter

sulfatireduce
ns

Cluster | Bactérie Firmicutes Clostridia Clostridiales Clostridiaceae Clostridium

11 sensu stricto

1
Cluster_ . Halobacterot | Methanomicro | Methanomicrob | Methanospirillac | Methanospiri
Archée . .

17 a bia iales eae lum
Cluster_ Bactérie Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Rikenellaceae DMERG64 Rikenellacea

2 e bacterium

DTU002

Cluster | Bactérie Thermotogot | Thermotogae Kosmotogales Kosmotogaceae Mesotoga Mesotoga

3 a infera
Cluster_ Bactérie Bacteroidota | Ignavibacteri | Ignavibacterial PHOS-HE36

4 a es
Cluster Archée Halobacterot | Methanosarci | Methanosarcini | Methanosarcinac | Methanosarci

5 a nia ales eae na
Cluster Bactérie Firmicutes Clostridia Clostridiales Clostridiaceae Clostridium Clostridium

6 sensu stricto sp.

1

Cluster Archée Halobacterot | Methanosarci | Methanosarcini | Methanosaetacea | Methanosaet | Methanothri

7 a nia ales e a X soehngenii
Cluster Bactérie Synergistota Synergistia Synergistales Synergistaceae

8

On remarque que les 10 OTUs majoritaires représentent entre 60% et 70% de la communauté
microbienne (Figure 23). Parmi eux, on retrouve comme pour le batch C, D et E : Syntrophobacter
(Cluster 1), Methanosarcina (Cluster 5), Methanosaeta (Cluster 7) (Tableau 6). En revanche, on
retrouve une archée méthanogeéne du genre Methanospirillum (Cluster 17), qui n’est pas présente
dans les 10 OTUs majoritaires des batchs C, D et E. Ces 4 genres représentent 13% de la communauté
microbienne dans le controle et passent a 42% a 8 g/L de propionate.
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On peut voir que plus il y a de propionate, et plus I’abondance du genre Syntrophobacter
augmente (de 1% dans le controle a 24% a 8 g/L). Ceci montre qu’il y a bien un enrichissement en
BSOP apres ajout de propionate a des concentrations croissantes. D’autre part, on remarque
¢galement une augmentation croissante de 1’abondance de Methanospirillum (de 2% dans le controle
a 7% a 8 g/L) et de Methanosaeta a partir de 3 g/L (5% dans le contrdle et 1 g/L, 8% dans les
concentrations supérieures). En revanche I’abondance de Methanosarcina tend a diminuer (de 6%
dans le contrdle, a 3% a 8 g/L). Methanospirillum est un méthanogeéne hydrogénotrophe (Saha et al.,
2020), Methanosaeta est un méthanogeéne acétoclastique, et Methanosarcina est capable d’utiliser les
2 voies de méthanogenése.
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Figure 24 : Etude de I’effet de la concentration en propionate sur la composition en OTU dans le
batch F avec une ACP.

F2-5, F1-8, F2-8 et F3-8 qui sont les batchs les plus concentrées en propionate (5 et 8 g/L) ont
des coordonnées positives €élevées sur I’axe 1. A I’inverse les contrdles (Ctrl) qui sont les batchs
sans propionate (0 g/L) coordonnées négatives a I’axe 1. La concentration en propionate est corrélée
al’axe 1. Les clusters 1, 17 et 7 (Syntrophobacter, Methanospirillum et Methanosaeta) contribuent
fortement a I’axel. A I'inverse, le Cluster 5 (Methanosarcina) est corrélé négativement avec 1’axe
1. Par conséquent, I’abondance en Syntrophobacter, Methanospirillum et Methanosaeta est corrélée
a une concentration en propionate ¢levée. D’autre part, I’abondance de Methanosarcina est corrélée
a une concentration en propionate faible. Au regard des résultats d’isotopie et de séquencage, on
peut voir que le changement de méthanogénese (Figure 19) est corrélé a I’augmentation de
I’abondance de Methanosaeta qui est une archée méthanogene acétoclaste obligatoire.
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3.2. Batchs « dilution-stimulation »

La concentration a 1 g/L est par conséquent utilisée pour réaliser les batchs « dilution —
stimulation ». Le but de cette étape est 1’obtention d’un consortium microbien simplifié et stable
capable de dégrader efficacement le propionate. Pour y parvenir, plusieurs dilutions ont été effectuées
sur I’inoculum. Cependant les batchs avec les dilutions les plus fortes : H, I, J, K et L (Tableau 4)
n’ont pas obtenu des résultats satisfaisant. En effet, uniquement la 1 génération produit du gaz a
partir du propionate pour les batchs H, I et J et pour les batchs K et L uniquement la 1% et la 2™
génération. Ainsi, ces batchs comprennent uniquement 2 ou 3 générations, ce qui n’est pas suffisant
pour garantir une « dilution — stimulation » des batchs : ces batchs ne seront pas présentés.

Néanmoins, la méthode de « dilution — stimulation » effectuée sur le batch M a bien fonctionné.
Au total, ce sont 5 générations qui produisent du gaz, les résultats obtenus sur le batch M sont
prometteurs contrairement aux autres. Ce sont les résultats du batch M qui seront analysés.

3.2.1. Analyse de la production de gaz

La production de gaz ainsi que les vitesses de production pour le batch M n’est pas
reproductible entre les triplicats (surtout en comparaison avec les batchs « enrichissement »). Cela
s’explique par des problémes d’étanchéité au niveau des septa. Toutefois, on apergoit une tendance
au niveau de la production maximale de biogaz. Le batch M produit a chaque injection environ 270
a 310 mL (sans prendre compte M-G5) de biogaz par gramme de propionate (Figure 25). Or le batch
M devrait produire le double : 500 & 600 mL de biogaz par gramme de propionate. Cette faible
production de gaz engendre des rendements moyens en méthane de 20%.
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Figure 25 : Volume des gaz produits (CH4, CO2 et H2) pour le batch M.
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Cette différence de production peut s’expliquer par un ratio inoculum / substrat trop faible en
comparaison aux batchs « enrichissement » dans lesquels les quantités d’inoculum étaient plus
importantes et non limitantes a 1 g/L de propionate. Cela expliquerait la difficulté pour les micro-
organismes a dégrader le substrat.

On peut observer que le volume maximal produit est 1égérement inférieur pour M-G5 (180 mL
de biogaz par gramme de propionate) comparé aux générations précédentes (300 mL de biogaz par
gramme de propionate). Cela peut s’expliquer par une dilution trop importante du consortium.

Les proportions de gaz obtenus pour le batch M sont de 77,8 % de méthane, 22,12 % de
dioxyde de carbone et 0,08% de dihydrogene (Figure 25). Ces résultats se rapprochent de ceux
obtenus pour les batchs « enrichissements ».

3.2.2. Analyse isotopique

Les résultats de I’analyse isotopique nous montrent que le batch M-G4 emprunte une métha-
nogénése acétoclastique. Il semblerait que les batchs M-G2 et M-G3 n’empruntent pas de voies pré-
férentielles et que M-G1 utilise la voie acétoclastique mais le risque d’erreur est important (écart-
types importants) (Figure 26). Il est par conséquent difficile de tirer une conclusion quant a la voie
empruntée.
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Figure 26 : Facteur isotopique apparent (acapp) du batch M.
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3.2.3. Evolution de la population (densité optique)

S’intéresser a la densité optique (DO) ne permet pas de déterminer précisément la
concentration des micro-organismes dans les batchs en revanche cela indique 1’évolution de la
croissance du consortium (décroissance, croissance ou stagnation) entre deux générations. En effet,
en comparant la différence de DO au début et a la fin d’une génération du batch M, on peut déterminer
I’évolution de la croissance des micro-organisme.
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Figure 27 : Densité optique moyenne (600 nm) du batch M au début et a la fin du batch de chaque
génération.

La DO moyenne globale est proche de 0,2, la concentration en micro-organisme reste la
méme au cours des générations. La DO moyenne d’environ 0,45 du batch M-G1 est due a la
turbidité importante du milieu durant la 1°° génération.

La croissance est positive pour chaque génération (Figure 27). Toutefois, on remarque qu’a la
1% génération (M-G1), le consortium connait une décroissance. Cela s explique trés probablement
par un arrét du batch trop tardif. En effet, le temps entre le dernier basculement de clapet du compteur
a gaz et ’arrét du batch M-G1 est de presque 13 jours contre 7 jours en moyenne pour les autres
générations du batch M. Pendant 13 jours le consortium n’a pas produit de gaz et par conséquent n’a
pas consommé de propionate. Ainsi, il est trés probable que pendant ce laps de temps une autophagie
s’est mise en place et / ou une mort cellulaire a pu avoir lieu.

La croissance de la population de micro-organsines est positive jusqu’a la 5°™¢ génération ou
la croissance de la population commence a stagner. Cette stagnation est due a un ratio inoculum /
substrat trop faible a cause de dilutions successives.
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3.2.4. Analyse des AGV

Les concentrations obtenues des AGV permettent d’avoir une estimation de 1’état de
fonctionnement global d’un batch.

On remarque des tendances en ce qui concerne les concentrations en AGV.

Le valérate, le formate, le caproate et le butyrate ne sont pas détectés. Ces AGV ne sont
normalement pas produits dans nos conditions expérimentales a partir du propionate.

On détecte des traces de propionate a une concentration inférieure a la limite de quantification
pour M-G2, M-G3 et M-G4. On ne détecte pas de trace de propionate pour le batch M-G1. Il
semblerait, par conséquent, que la totalité du propionate n’a pas été consommeée. Cela confirme bien
le fait que le ratio inoculum / substrat est faible : les micro-organismes en trop petit nombre dans les
batchs ne peuvent pas dégrader I’intégralité du substrat.

L’acétate est ’AGV le plus présent au sein du batch M. On retrouve une concentration
moyenne en acétate d’environ 15 mg/L. La présence d’acétate et de propionate résiduels dans les
batchs sont le signe d’une dégradation incompléte de ces deux AGV. Le propionate n’a pas été
totalement converti en acétate, qui lui-méme n’a pas été totalement converti en gaz. Ceci peut donc
expliquer la faible production de biogaz.

3.2.5. Séquencage

Il y a 85% de bactéries et 15% d’archées dans I’inoculum. Il y a un peu plus d’archées a la
génération 1 (19% pour M2 et M3). On peut voir que I’abondance des archées a tendance a diminuer
au cours des générations pour revenir autour des 15% a la génération 4 (Figure 28).
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Figure 28 : Abondance relative des régnes pour le batch M.
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Figure 29 : Abondance relative des OTUs majoritaires pour le batch M.
Tableau 7 : OTUs majoritaires pour le batch M.

OTU Régne Phylum Classe Ordre Famille Genre Espéce
Cluster | Bactéri | Desulfobacte | Syntrophobacteri | Syntrophobacte | Syntrophobacter | Syntrophobac | Syntrophoba
1 [§ rota a rales aceae ter cter

sulfatireduce
ns
Cluster_ | Bactéri | Bacteroidota Bacteroidia Sphingobacteri | Lentimicrobiacea | Lentimicrobiu
10 e ales e m
Cluster | Archée | Halobacterot | Methanosarcinia | Methanosarcini | Methanosaetacea | Methanosaeta | Methanothrix
2 a ales e soehngenii
Cluster | Bactéri | Thermotogot Thermotogae Kosmotogales Kosmotogaceae Mesotoga Mesotoga
3 e a infera
Cluster_ | Bactéri | Bacteroidota Ignavibacteria Ignavibacterial PHOS-HE36
4 e es
Cluster_ | Bactéri | Proteobacter | Gammaproteobac | Burkholderiales | Rhodocyclaceae | Dechlorobact
5 e ia teria er
Cluster_ | Archée | Halobacterot | Methanomicrobia | Methanomicrob | Methanospirillac | Methanospiril
6 a iales eae lum
Cluster_ | Bactéri | Synergistota Synergistia Synergistales Synergistaceae
7 €
Cluster | Bactéri | Firmicutes Bacilli Aneurinibacilla | Aneurinibacillac | Aneurinibacil
8 e les eae lus
Cluster | Bactéri | Firmicutes Clostridia Clostridiales Clostridiaceae Clostridium
9 e sensu stricto
1
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On remarque que les 10 OTUs majoritaires représentent plus de 50% de 1’abondance relative
de la communauté microbienne totale (Figure 29).

Parmi eux, on retrouve la bactérie du genre Syntrophobacter (Cluster 1) et les archées
méthanogeénes du genre Methanosaeta (Cluster 2) et Methanospirillum (Cluster 6). Ces 3 genres
peuvent représenter entre 16% (dans 1’inoculum) et 33% (dans M2-G3) de la communauté
microbienne. En revanche, Methanosarcina (Cluster_31), présent dans I’inoculum, tend a disparaitre
au cours des générations, contrairement a Methanoculleus (Cluster 67) qui semble se développer a
la génération 4 (Figure 30). Ceci peut étre corrélé au aapparent qui se situe entre 1,055 et 1,065, qui
montre une méthanogénese « mixte » (Figure 26), avec un équilibre entre Methanosaeta (acétaclaste)
et Methanospirillum (hydrogénotrophe).
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Figure 30 : Abondance relative des OTUs d’archées majoritaires pour le batch M.

On peut voir que la diversité alpha (richesse) diminue au cours des générations, signe d’une
simplification de la communauté (Figure 31). Les générations successives permettent de s’affranchir
des OTUs minoritaires afin de simplifier le consortium
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Figure 32: ACP de la composition en OTU des générations du batch M.
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Sur I’ACP (Figure 32), les axes 1 et 2 expliquent presque 40% de la variabilité totale (25.5%
et 13.6% respectivement). Les échantillons de chaque génération sont bien séparés pour G1, G2 et
G3, alors qu’ils sont plus regroupés entre G3 et G4. On peut €galement constater un déplacement des
générations le long de I’axe 1. Ainsi il semble y avoir une corrélation positive entre la diversité des
¢échantillon et I’axe 1. En effet, les échantillons issus des génération 3 et 4 ont des indices de diversité
faible et des valeurs de projection sur I’axe 1 élevée. Cela confirme les résultats obtenus pour la
diversité alpha : les générations successives permettent de simplifier le consortium.
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Conclusion

La dégradation de molécules complexes en méthane peut étre perturbée par un grand nombre
de facteurs dont I’accumulation de propionate. Il est donc nécessaire de comprendre de maniere
approfondie les mécanismes biologiques qui régissent la dégradation du propionate en méthane. Le
propionate est un intermédiaire clef dans la digestion anaérobie : une grande partie de la
méthanogenése totale est réalisable uniquement via l'oxydation du propionate cependant cette
réaction est énergétiquement défavorable.

C’est pourquoi, les travaux menés durant ce stage avaient pour premier objectif d’enrichir et
d’identifier les microorganismes responsables de la dégradation du propionate et de sa conversion en
méthane a partir d’un inoculum d’un digesteur anaérobie alimenté avec des déchets de cantine. Des
premiers essais d’enrichissement ont été réalisés avec différentes concentrations en propionate. |l
semble que la concentration a 1 g/L soit la plus optimale (taux de production, volume maximal,
rendement). Nous avons pu enrichir les bactéries du genre Syntrophobacter connu pour son role dans
I’oxydation syntrophique du propionate. Plus la concentration en propionate est élevée et plus
I’abondance relative de cette bactérie est importante. D’autre part, on a pu également enrichir et
identifier les archées méthanogénes (Methanospirillum et Methanosaeta).

Le second objectif était de réussir a simplifier un consortium complexe dégradant le
propionate par dilution-stimulation, tout en restant efficace. L’étape de « dilution-stimulation » a
montré quelques limites notamment en ce qui concerne le ratio inoculum / substrat qui était faible
pour le batch avec un taux de dilution de 25% et probablement beaucoup trop pour les autres.
Néanmoins, 1’objectif général est rempli: la méthode de « dilution-stimulation » a permis de
simplifier la population, de sorte a obtenir un consortium simplifié et dégradant le propionate mais
pas aussi performant qu’attendu.

Nous avons pu donc répondre en partie a la question qui était posée. Ces résultats sont
encourageants et d’autres pistes d’investigations peuvent étre envisagées.

Ces résultats ouvrent de nombreuses perspectives de recherche comme par exemple réaliser
des prélevements gazeux et liquides au cours d’un batch afin d’avoir un suivi en continu de I’évolution
des parametres physico-chimiques et de la communauté microbienne dans le but étant de pouvoir
déceler d’éventuels changement de métabolisme, ou de shift de la communauté. De plus, il serait
intéressant, pour les batchs « dilution-stimulation », de réaliser des dilutions d’inoculum moins fortes,
afin d’avoir un ratio inoculum substrat optimal pour atteindre les performances attendues.

Afin d’établir un lien entre fonction et identité des microorganismes, des techniques de
marquage isotopique (SIP, Stable Isotope Probing) peuvent étre utilisées pour étudier plus en
profondeur les relations trophiques. Certains atomes de carbone du propionate sont substitués par
leurs isotopes stables (**C) : on obtient alors une molécule dite marquée. On suit alors le devenir de
ce carbone marqué dans le gaz produit, et dans la biomasse qui degradent le propionate.

Il pourrait étre intéressant d’utiliser des consortia d’origines différentes, de les comparer, et
pourquoi pas les mélanger afin d’améliorer les performances des incubations. Travailler en CSTR
(Continuously Stirred Tank Reactor, réacteur melangé en continu) et non plus en batch, pourrait
également étre une piste a envisager.
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Résumé

La digestion anaérobie est un processus par lequel un consortium de micro-organismes dégrade
de la matiére organique en 1’absence d’oxygene pour la production de biogaz, notamment de méthane.
De nos jours la production de méthane suscite un intérét grandissant en tant qu’alternative aux com-
bustibles fossiles pour produire de 1’énergie avec une faible empreinte carbone. La digestion anaéro-
bie se compose de 4 étapes interdépendantes les unes des autres : I'hydrolyse, I'acidogénése, I'acéto-
genese et la méthanogénése. Lors de I'acidogénése, des Acides Gras Volatils, tel que le propionate,
sont produits. C’est un intermédiaire important mais son accumulation est néfaste pour le systéme et
par extension pour la production de méthane. De ce fait, la bio-augmentation via I’ajout d’un consor-
tium bactérien dégradant le propionate dans un digesteur inhibé est une solution envisageable afin de
permettre I’oxydation du propionate. Ainsi, I'objectif général de ce projet est d’obtenir un consortium
microbien simplifié a partir de consortia complexes par une méthode dite de « dilution-stimulation ».
Pour atteindre 1’objectif général, il est nécessaire de passer par plusieurs étapes afin d’obtenir un
consortium simplifié et stable dégradant le propionate. Ces étapes sont le suivi de I'évolution de la
composition en microorganismes, I’analyse des parametres physico-chimiques et le choix d’une con-
centration optimale en propionate pour le systéme.

Mots clés : digestion anaérobie, propionate, syntrophie, méthane, AGYV, dilution-stimulation

Summary

Anaerobic digestion is a process whereby a consortium of microorganisms degrade organic
matter in the absence of oxygen to produce biogas, in particular methane. Today, methane production
is attracting growing interest as an alternative to fossil fuels for producing energy with a low carbon
footprint. Anaerobic digestion comprises 4 interdependent stages: hydrolysis, acidogenesis, aceto-
genesis and methanogenesis. During acidogenesis, VFAs (Volatile Fatty Acids) such as propionate
are produced. This is an important intermediate, but its accumulation is bad for the system and, by
extension, for methane production. For this reason, bio-augmentation via the addition of a propionate-
degrading bacterial consortium in a inhibited bioprocess, is a possible solution to enable propionate
oxidation. The overall aim of this project is to obtain a simplified microbial consortium from complex
consortia using a « dilution-stimulation » method. To achieve this general objective, it is necessary
to go through several steps in order to obtain a simplified and stable propionate-degrading consor-
tium. These steps include monitoring the evolution of microorganism composition, analysing phys-
ico-chemical parameters and selecting the optimum propionate concentration for the system.

Keywords: anaerobic digestion, propionate, syntrophy, methane, VFA, dilution-stimulation
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