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@i 2 LA PROBLEMATIQUE DU TRAITEMENT DES DECHETS

» Composition d'une ordure ménageére résiduelle
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Les installations de stockage de déchets non
dangereux (classe IT)
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Principe de la méthanisation
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@D COMPRENDRE LE FONCTIONNEMENT DES BIOPROCEDES ANAEROBIES

é ISD BIOREACTEUR )

HYDROLYSE
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(:flj i) EVALUATION DES EMISSIONS POLLUANTES

Impacts

CHs3 environnementaux et sanitaires
0=
CH3 . ’ :

Bisphénol A

Cl

Phénanthréne

Hg, As, Sn

Impacts sur les performances
Méetaux du bioprocédés

|:> Identification des micropolluants a prendre prioritairement en compte
Etude de I'écodynamique des micropolluants durant la digestion anaérobie 7



La digestion anaérobie des déchets non
dangereux

& COMPRENDRE LE FONCTIONNEMENT DES BIOPROCEDES ANAEROBIES

> Les différentes étapes de dégradation des déchets

> Probleme de I'azote ammoniacal dans les lixiviats de centres de
stockage de déchets ménagers

> Identification des métabolismes et des acteurs microbiens
responsables de la dégradation des déchets

& EVALUATION DES EMISSIONS POLLUANTES

» Identification des polluants a prendre en compte dans les études
d'impacts environnementaux et sanitaires

> Etude de I'écodynamique des micropolluants durant la
digestion anaérobie



Les étapes de la dégradation anaérobie des déchets

Déchets : matiere organique complexe
(polysaccharides, protéines, lipides)

A

AEROBIOSE

A

| Matiére organique solubilisée |
(sucres simples, acides gras, acides aminés)

RESPIRATIO_
AEROBIE

Bactéries fermentatives l -—

\

Bactéries acidogenes l

Alcools, acides grasvolatils, NH"

Bactéries acétogenes

CH:COOH

ANAEROBIOSE

Archaea méthanogéne
acétophiles

Archaea méthanogéres
hydrogénophiles







La dégradation anaérobie des glucides

D'aprés Butler et al., 99

[ Carbohydrates ]

g Hydrolysis

J\

Fermentation

J\.

vV

Acidogenesis +
Acetogenesis

J\\

- Methanogenesis

J

Pour n=2: CgH12,06 + 2 H,O > 2 CH3-CH»-OH + 2 CO5 + 2 H,0O
Glucose Ethanol Hydrolyse des sucres et
fermentation en alcools.
Pour n=3 : CgH1309 + 2 H,O > 2 CH3-(CH,),-OH + 3 CO, + 3 H,0
Pour n=4 : C1oH24012, + 2 H,0 > 2 CH3-(CH2)3-OH +4CO,+4H,0

Pour n=2 : CH3-CH,-OH + H20 = CH3-COOH + 2 H, Acidogenése des alcools
Pour n=3 : CH3-(CH3),-OH + H,0 = H(CH3),-COOH — 2 H, (conversion —en  acides
Pour n=4 : CH3-(CH,)3-OH + H,0 > H(CH3)3-COOH + 2H, gras volatils)

Pour n=3 : H(CH3),-COOH + 3 H,0 - CH3-COOH + H,CO3 + 3 H, |Oxydation des acides
Pour n=4 : H(CH3)3-COOH + 2 H,0 - 2 CH3-COOH + 2 H, carboxyliques en acétate
Division Acetate : CH3-COOH > CH; + CO, Méthanogenése

Oxydation hydrogene : CO, + 4 H, > CHy + 2 H,0O
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La dégradation anaérobie des protéines

D'aprés Butler et al., 99

[ Proteins ]
v Hydrolysis

[ Amino Acids ] 3

Y : :
— > Acidogenesis
Organic Acids ] +Acetogenesis

a

Y
[ Acetic Acid

J\-

j Methanogenesis

Cs3H117025N11S = 10 CsH1105N1 + C3H705NS + Hydrolyse des .proté!nes
Protéine modele (mélange de 10 molécules d’acide é-aminopentanoique et en amino-acides
d’une molécule de cystéine) correspondants
CsH110,N; = CH3-CH,-CH»-CH,-COOH + NH3 Acidogenése : conversion
C3H70,NS -> CH3-CH,-COOH + NHs + H,S des ~amino-acides  en
acides carboxyliques
CH3-CH,-CH,-CH,-COOH +5 H,0 Acetogenése : oxydation
- 2CH3-COOH + H,CO3 + 5 H; des af:ides carboxyliques
CH3-CH,-COOHS5 H,0 - CH3-COOH + H,CO3 + 3 H, en acetate
Division acétate : CHz-COOH > CH,4 + CO, Méthanogenése
Oxydation hydrogéne : CO, + 4 H, > CH4 + 2 H,O

12



La dégradation anaérobie des lipides

D'aprés Butler et al., 99

[ Fats & Oils ] M

> Hydrolysis

I\

Organic > Acidogenesis

Acids

Y
Acetic Acid )

N
J\

\

e Methanogenesis
4 J
Cs5H10406 + 3 H,O > Hydrolyse en acides gras
C15H31COOH + C17HgsCOOH + C1gHgsCOOH + C3Hs(OH)3 de structure plus simple
[ acides gras ] [ Glycerol ]
C15H3:COOH+ 28 H,O = CH3COOH + 42 H, + 14 CO, OXydatiqn des acides
C17H35sCOOH+ 32 H,0 - CH3COOH + 48 H, + 16 CO, carboxyliques en acétate
C1gH33COOH + 32 H,O = CH3COOH + 47 H, + 16 CO»
2 C3H5(OH); > 3 CH3;COOH + 2 H, Oxydatin du glycerol en
acide acétique

Division acétate : CH3-COOH > CH,4 + CO, Méthanogeneése
Oxydation hydrogéne : CO, + 4 H, > CH, + 2 H,0O

13



Evolution de la composition des effluents d'ISD
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La digestion anaérobie des déchets non
dangereux

& COMPRENDRE LE FONCTIONNEMENT DES BIOPROCEDES ANAEROBIES

> Les différentes étapes de dégradation des déchets

> Probleme de I'azote ammoniacal dans les lixiviats de centres de
stockage de déchets ménagers

> Identification des métabolismes et des acteurs microbiens
responsables de la dégradation des déchets

& EVALUATION DES EMISSIONS POLLUANTES

» Identification des polluants a prendre en compte dans les études
d'impacts environnementaux et sanitaires

> Etude de I'écodynamique des micropolluants durant la
digestion anaérobie
15



Probleme de l'azote ammoniaca[ dans Ieg lixiviats de
centres de stockage de déechets menagers

Contexte :

> Aucun processus naturel d'élimination de l'azote
ammoniacal dans un CSD

> Concentrations souvent élevées. Moyenne : 500-1000
mg N/L

> Risque d'inhibition de la méthanogénese possible

> Risque d'accumulation si recirculation de lixiviat

16



Principe de I'ISD Bioréacteur

— Circuit de recirculation des lixiviats
s  Circuit d'extraction du biogaz

Inité de valorisation™
du biogaz

. ST
Surveillance de la qualite N
des eaux souterraines

Modifié & partir de http:/fwww.wm_com/W Menvironmental/Bioreactor/bioreactorbrochure. pdf
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Stratégie envisagée pour gérer le probleme de

Recirculation de

NO,

lixiviat nitrifié

v

Deénitrification N

NO, —
In SItu

(anaérobie)
NH,*

Nitrification ex situ

(aerobie)

azote dans les ISD Bioréacteur

Collecte de
A .
biogaz

N,

Massif de
déchets
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Etude expérimentale en microcosmes (flacons a plasma)
Systeme expérimental

SYSTEME ANAEROBIE

Septum + bague a vis

Ciel gazeux

Lixiviat

Déchets

Injection de nitrate pour suivre son devenir a différents stades de
degr'ada’rlon des déchets

-

19



Les flacons a plasma

Salle thermostatée Septum en

Flacons a plasma (différents volumes) 2 35°C caoutchouc +

bague a vis

Ciel gazeux
~ 330 mL

Fermés par un septum en caoutchouc
et une bague a vis

Déchets (40g) a
saturation dans
680 mL de liquide

Incubés, selon la température
désirée, dans une piece a 35°C ou
dans une étuve a 55°C

Avantages : Possibilité de prélever gaz et
lixiviat tout en conservant |'étanchéité

Temps d'incubation

20



Analyse du biogaz

e Qualitative a 'aide d’analyses
réalisées avec un uGC

e Quantitative par mesure de
pression et dégazage du biogaz

Avantages : Possibilité de
calculer et de suivre la production
de chaque gaz

21



Analyse des lixiviats

> Prelevement de lixiviat

> Analyse des lixiviats

Avantage : Suivi de
I'évolution des principaux
parametres

22



Principe de |'expérience en microcosmes

Injection de nitrate pour suivre son devenir a différents stades de
dégradation des déchets
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Etude expérimentale en microcosmes (flacons a plasma)
~ Voies de réduction du nitrate (3)

s reseennaeecansicerarsiecrnsrneceerrafloen ittt ateetteea it ete et a i tss sttt esa sttt tat e ess e asrees B L LR S PTTRSLRTIT,
160 7 ACIDOGENESE T 1600
Teneur en NOg,, 140 97 7 — \r__,-—‘—-—--t—-—r-—“ﬁ—-—*l400 c ot
. 1 oncentration
NOZ- (mg N) 120 —=—nitrate 1200 + 1
100 1 - = -nitrite + 1000 €N NH," (mg.I")
Concezntratlorl 80 J T 1 800
enSO4_(mg-|_) 60 - —A-ammonium T 600
40 - + 400
20 + 200
0 =+—=n DR N A
12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42
Temps (jours)
*.......... .......................................................................................................................>
300 - ACIDOGENESE ;6
Production 250 4 _ 5 Production cumulée
cumulée de N, de N,O (mg de N)
(mg de N) 200 ~ -
150 4 —e-azote_moléculaire 3
i -=- protoxyde_d'azote
100 - 2
50 - -1
0 - 0

12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42

Temps (jours)
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Etude expérimentale en microcosmes (flacons a plasma)
Voies de réduction du nitrate (3)

Production de N, = Dénitrification

Préesence de source de carbone organique
=>» probablement dénitrification
hetérotrophe

0,625 CH,COOH + NO," & HCO, + 0,25 CO, + 0,75 H,0 + 0,5 N,

AG, = -518 kJ.mol de nitrate (Thauer et al., 1977)

Observation dans 13 cas sur les 20
Injections de nitrate
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Etude expérimentale en microcosmes (flacons a plasma)
Voies de réduction du nitrate (5)

ACIDOGENESE

240 = y »T 3000
220 =
—=—nitrate
200 e nitrite T 2°00
Teneur en NO47,180 7 l sulfate c at
) 160 - 4 ammonium + 2000 Concentration
NG, (mgN) 140 | en NH,* (mg.I})
120 - + 1500 4 '
80 — -— 1000
60 —
40 - - 500
20
0 T T - 0
15 20 25 30 35 40
Temps (jours)
200 - _ ACIDOGENESE 20
. = = -+ 18 .
Production —>-azote_moléculaire « 16 Production
7 150 A ' 7
cumulée de N, oot b saou I " 414 cumulée de N,O
(mg de N) , = T 12 (mg de N)
100 A = e +— 10
\/ | -
\ T 8
L e e o e o o —— ¢ > 1
50 + 6
+ 4
e + 2
0 - : : : : 0
15 20 25 30 35 40

Temps (jours)
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Etude expérimentale en microcosmes (flacons a plasma)
Voies de réduction du nitrate (5)

Absence de production de N,
= Nitrammonification ???
NO; +4 H,+ 2 H* & NH,* + 3H,0
AG, = -677 kJ.mol! de nitrate (Thauer et al., 1977)

Observation dans 4 cas sur les 20
Injections de nitrate

Remarque : le N,O est un intermédiaire a
la fois de la denitrification et de la
nitrammonification (Welsh et al., 2001)

27



. Etude expérimentale en microcosmes (flacons a plasma)
Identification du parametre empéchant la dénitrification (2)

Résultats de I’analyse statistique (p<109) :

Production de N, = 0,524% + 0,1059 [acétate @} R2=0,801

/

Parametre Parametre ayant un
favorisant la effet négatif sur la En accord avec
production de N, production de N, resultats de Brunet et
Garcia-Gil (1996)
(coefficient positif) (coefficient négatif)

Les autres parametres, soit n’ont pas d’effet significatif sur la
production de N, (positif ou négatif), soit sont liés au H,S ou a
I’acétate

28



Etude expérimentale en microcosmes (flacons a plasma)
Reproduction du phénomene... (2)

Injection de H,S sous forme gazeuse des 1’injection de nitrate
3,5

7 meg == *Moyenne a
NN -8 - - = *Moyenne b
N 30 - y
L g —=c — Moyenne c
GC) O 25 —=d — Moyenne d
c QO
o ]
S8 20
S s 1,521 mmol. I
c 3
& £ 101 0,962 mmol.I-1
- ~
8 S 0,5 - 0,536 mmol.I-:
0,0 a 1
10 12 14 16 18 20 22 24 26
Temps (jours)
11 > Les réacteurs ¢ et d =» concentration H,S >>
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'Etude expérimentale en microcosmes (flacons & plasma)
-Reproduction du phénomene... (3)

Réduction du nitrate dans les 4 réacteurs

‘™ ——d
O
Z
-
D
.
-
(D)
-
(D)
|_
0 ‘? * ‘- R —s i T T |
10 12 14 16 18 20 22 24 26
Temps (jours)
10 > Les réacteurs c et d = réduction plus longue
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Etude expérimentale en microcosmes (flacons a plasma)
Reproduction du phénomene...

La présence de H,S .., & Une concentration supérieure a 0,5 mmol.I"* a
bien empéche le nitrate d’étre réduit en N,

150 - .- -.“_’..
\E/\ . ' ~‘~$I=¢..‘l=-_'=::’:::::::::::.
S5 > 14 :
€ o 100 - ! !
S © ; ;
(&) o s s
SE |/ . A e
b o~ " ]
é = 50 Ty .
D ' )
2T . —° .
ol _EW
O T T T T T T T 1
10 12 14 16 18 20 22 24 26
Temps (jours)
00 > Les réacteurs c et d =» pas de denitrification
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Etude expérimentale en microcosmes (flacons & plasma)
... identification de la réaction de conversion

Démonstration formelle de la reduction du nitrate en ammonium

7 _
" 6 --a--b—c—d
T 5-
=
S 4
©
Z 37
o
2 _
)
I
0 . -~ [ [ [ [ [ [ [ |
10 12 14 16 18 20 22 24 26
Temps (jours)
0 > La nitrammonification remplace la
dénitrification dans les réacteurs c et d
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Expériences en mésocosme
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Expériences sur site

Concentration de N,0 dans le réseau de biogaz

40
recirculation recirculation
30 — — —
= lixiviat brut lixiviat nitrifié
S Tt
S 20 e S
@)
= AL
10 JELE‘—{%?_
&
O I-E-I T T T T Ill T T T T
T = e e ey ey ey = ey ey ey iy ey ey e ey ey
(o)) < [{o) — 0 D 0 (o)) n [e)] N [e)] N [(o] — < [e)]
o — — — — — — — — — — — — — — — —
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o N~ N~ (o] (o] D o — <t — K] Lo [(e] [(o] —
— — — — — —
Emission de N,O en surface
25 . . . ; . .
o 20 Sans recirculation recirculation recirculation
o C\ . lixiviat brut lixiviat nitrifié
E 15 .%_ é- e °
o 0 _J:. ° . o
e S T YA
25 J AR :
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N N N N A ®m o, e o g9 8 S 4 4a a

Alors qu'une augmentation de la concentration en N,O a été
enregistrée dans le réseau de collecte du biogaz, aucune émission de surface
n'a en revanche été observée.
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La digestion anaérobie des déchets non
dangereux

& COMPRENDRE LE FONCTIONNEMENT DES BIOPROCEDES ANAEROBIES

> Les différentes étapes de dégradation des déchets

> Probleme de I'azote ammoniacal dans les lixiviats de centres de
stockage de déchets ménagers

> Identification des métabolismes et des acteurs microbiens
responsables de la dégradation des déchets

& EVALUATION DES EMISSIONS POLLUANTES

» Identification des polluants a prendre en compte dans les études
d'impacts environnementaux et sanitaires

> Etude de I'écodynamique des micropolluants durant la
digestion anaérobie
35



Identification des métabolismes et des acteurs
microbiens responsables de la dégradation des
déchets

Hydrolyse de la cellulose

Effet de la température sur les voies
méthanogenes

36



Les étapes de la dégradation anaérobie des
déchets

Déchets = Matiére organique complexe COz et HO J
Hydrates de carbone, protéines, matieres grasses

Aérobiose : bref, en surface

Solubilisation, hydrolyse Anaérobiose : long, en profondeur

A 4

I Matiére organique solubilisee
Sucres, acides aminés, acides gras
o PH,Eh : A
Acidogenese DBO, DCO, sels: élevés

[ Alcools, Acides gras volatils ]“'

Acétogénese

> [cHecoon | H, i co, |

Eh, DBO, DCO, sels: Méthanoggiése

pH : ~ i [ Y
[ CHsetCO, || CH. |
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@ NECESSITE D'OPTIMISER LA DEGRADATION DE LA CELLULOSE

Composition d'une ordure ménageére
35 %—

30 %]

5 % ;

( Nétaux H
0% :
a Plastique

Déchets .
putrescibles

15 %—|...

0y

” Papiers

5y |

0% -

Cellulose

80 % du potentiel méthanogéne

CHoOH

ON\OH HAy O\N\oH HAy ©
H OH

Hydrolyse de la cellulose

Cellulose

CH,0H CH,0H CH,OH
0 H/~—0 H 0 H 0.
OH HA, O\ NoH Ay ©

H OH H OH H OH

cellulase

?H20H

H 0.OH
H
H@H

H OH
Glucose

é‘rape cinétiguement limitante

»Iden'rifier' les microorganismes impliqués dans I'hydrolyse de la cellulose

38



Incubations

35°C 55°C

B Cellulose 12C et 13C
8 Glucose 12C et 13C

| Acétate 12C et 13C
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(@ ) ) IMPLEMENTATION DE LA TECHNIQUE STABLE ISOTOPE PROBING

Cellulose
marquée 13C Ultra Centrifugation

mixture

Extraction
ADN

Séquengage

! |

Identification des groupes
fonctionnels présumés

Méthodologie de rupture en écologie microbienne car elle
est sans a priori 40



Stable isotope probing

SIP lors de la dégradation de la cellulose

mixture

12C 13Cday7 day14 day21 day63

Radajewski, Nature, 2000

suonaey yNQ Wb

Buoyant density (g/ml)

SUaoRl WNO Avea

H
—t



DMNA relative quantity

Profils de densite

Cellulose
12¢ ¢ 13¢
o —O—unlabeled control
l ‘o —— 3507
g —— (35021
--4--(035d63
167 189 171 173 175 177 179

CsCl buoyant Density (g/ml)
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Identification des groupes responsables

Clostridium Acetivibrio

GIS 0B HB GO7 EFS58175 @ 40 Clestridium straminisolwens AB125279
CA5 DT HE HOY (2) EF8E510 A 7

unculiured bacbarium AT TSEEEE a7
GA5S D8 HB E11 EFSSHE0 &
unculbured bectenum AFZT5E14
GIG LB AT (4 EFFENS o
100 L G35 D8 H B ADE (15) EFS53166 @
G325 DB H B G09 EFS8MB0 »
uncullured low GEC Grams DS S
G35 De H B CO% (2) EFSS9E: &
335 CA L B BOE (2) EFS59160 O
1000 525 0B H B8 A0S (7] EFSS9181 &
G35 DEL B E12 EFS553150 O

CLO5 31?Em““ Clostridium op. AYIE012 7 C a2 ©35 D4 L B F12 EFS50152 ©

05 OF H B 308 (4) EFS50105 &
Clastridium thesmecellum LO91T2
Acetivibrio celluosoleens LISE1S
a4 CIDEHB G ) EF3S824 A
{II'.EED?HE B0 {2} EFS50112 A
B35 F B C06 (3) EFS58076E
uncullured Clostridium sp. AY336884
CAGDE3 H B AQS (7) EFSEM28 A
C35 D63 H B F1D EF55E131 &
= B35 F B AOY (36) EFS58000

GISDEHE C11 EFSS9167
E) Closteidim propsoricumn X7764% UCL284 s | S35 DE3 H B A12 {50) EFSE0122 &

l‘W
8|

Tool | G¥SDELE DO (2 EFS5H142 o =

100 535 O H B BO8 (5) EFS50168 & Q

GAE DA H B DOS {Z) EFS531T1 »
00 ‘335 DAL B C12 (2) EF559155 ©

casce113 500y e o Impliqués uniquement dans la premiere

G35D8 HEB F1D EFS5E1EG »

14 v .
Closticm 25 AY262360 étape de dégradation de la cellulose
1m0 HFISDEHEBE C10(2) EFSS8163 @
100 [ T uncultured Clostridium sp. Dazazass c‘l 35OC
Clastridium tetani X74770

G35 08 H B D03 EFS89125 »
G35 03 H B AOT EFSS31ET #
100 535 D6 H B BOG (3) EFE50177 »
L L ras o7 L B Dot EFsSa0z A

73| Clostridum quinii XTET45
Closardium Chausoei LUS1843

CLOAQQ =L v e bt v
I

Impliqués dans la dégradation
du glucose a 35°C 43
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FISH (Fluorescence In Situ Hybrization )

_ Echantillon

Fixation

: HYBRIDIZATION

] Echantillon fixé

K o o) : .
TR B 1 <

T

—/
-/
—/

Oligonucléotide ADN complémentaire
d’une séquence d’ADN ribosomique

marqué avec un fluorophore

= @9[@@@ }

Hybridation Q;

|

Excitation
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Distribution spatiale des microorganismes

Glucose CLOS3S CLOASO

Clostridium dans
incubation glucose
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Identification des métabolismes et des acteurs
microbiens responsables de la dégradation des
déchets

Hydrolyse de la cellulose

Effet de la température sur les voies
méthanogenes

Effet de la recirculation de différents effluents
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Les étapes de la dégradation anaérobie des
déchets

Déchets = Matiére organique complexe COz et HO J
Hydrates de carbone, protéines, matieres grasses

Aérobiose : bref, en surface

Solubilisation, hydrolyse Anaérobiose : long, en profondeur

A 4

I Matiére organique solubilisee
Sucres, acides aminés, acides gras
o PH,Eh : A
Acidogenese DBO, DCO, sels: élevés

[ Alcools, Acides gras volatils ]“'

Acétogénese

> [cHecoon | H, i co, |

Eh, DBO, DCO, sels: Méthanoggiése

pH : ~ i [ Y
[ CHsetCO, || CH. |
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(Archaea

Aceticlastic
methanogene

Methanosaeta

Methanosart

Archaea

Bacteria 'ethanosarcina

noculleus
anobacterium,

_ _ ethanobrevibacter,
Life phylogenetic tree (C| WOESEIyMethanosphaera

Methanothermobacter, ...

Hydrogenotrophic
methanogenesis
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Effet de la température sur la production de

Cumulated CH4 production
(I’kg dry waste)

meéthane

_PW, 35°C

PW,55°C

_________ CW, 35°C
[ eecnnnsansrnnnnannnnnnnes EW., 35°C
——————— CW, 55°C

-
T
.--|-|-|---|to-.t--;t--.co-ll-l L]
L

— OP, 35°C
————— CD, 35°C
______ CD, 55°C

OP, 55°C

50 100 150 200 250

Temps en Jour

Production de
méthane

FW, 55°C ‘ plus faible a 55°C

!

Identification des
métabolismes par
biogéochimie isotopique
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(’(‘i ) LA BIOGEOCHIMIE ISOTOPIQUE

> Abondance naturelle des isotopes

100% -

1.11%
50°/o 7]

0%
12C 13C

> Fractionnement isotopique

13c_12C
1ZC_1ZC
12(:|.|4 12CH4
12¢_12 12¢_12
12(:|.|4 12CH4 C-14C C-'“C
13c_12c
I 1ZCH4 12¢.12¢
Y .
e 13 12
Produit C-+C
12C_12C

13c_12c

+ Substrat
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(Isotopic composition

Delta notation is a way to express isotopic composition of a sample relative to
an international standard (marine carbonate, PDB)

R -R
513(: _ _ " sample standard %1000 [ %0] R =13C/12C

standard

=» When 313C is positive, the sample is enriched in 13C / Standard

=» When 313C is negative, the sample is enriched in *2C / Standard

Enrichment in 12C Enrichment in 13C

PDB
(Standard)
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Principe de l'approche isotopique

La composition isotopique de I'acétate et du CO2 est
différente

DE PLUS

les microorganismes utilisent préférentiellement le 12C

-

Le méthane sera donc plus enrichi en 12C
que les substrats
&
Le fractionnement isotopique est plus important pour la
méthanogenese hydrogenotrophe

-,

Il est alors possible de distinguer les différentes
voies de production du méthane

013C (%o)
10 %o

O o/OO

-20
Yoo

-47 Yoo

-60 %o

-95 Yoo
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ion

B0

Cumulated CH4 production
(I'kg dry waste)

00 5

Identification des métabolismes par mesure

Isotopique e
] 20 40 100 120 140
W, 35°C ’
0
w po P cwasec
PW, 55°C -40 . R ..
________ CW,35C| O Ln o L. p :
. 0 - " ‘ﬁ' -
[l EW,35°C| 3% sz - = CW,55°C
------- CW, 5%°C i JRSRELL LT FW 5500
20 FrEVN,OY
........................................ FW, 55°C
100
OP, 35°C 40 )
/=== (D, 35°C ~ * SOP,35°C
’ OMIrN. 7 ."'\ Ve
______ CD, 55°C R N = = = =cp 350
S NS CD,35°C
OP, SSGC -l HP,EEDE CD 55“0

50

1aa 150 200 250

-50

A 35 °C Hydrogenothrophe - acétoclaste - hydrogénotrophe
A 55 °C Hydrogenothrophe
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VFA or TOC (mg |_'1)

VFA or TOC (mg L'l)

SUIVI DES ACIDES GRAS VOLATILES

35°C

0 50 100 150 200
Time (d)

/

0 50 100 150 200
Time (d)

Acetate (O);
Propionate (A):
Butyrate (OJ);

A 55°C il y production
et
consommation de l'acétate
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Les voies métaboliques impliguées dans la méthanogenese
a 55°C

Oxydation
syntrophique de
I’acétate

CH,COOH H, et CO,

Méthanogenese

; _ Methanogenese
acétoclastiqu

hydrogénotrophe

CH,

Réactions :

CH,COOH + H,0 -> CH, + CO,
4H, + €O, -> CH, + 2H,0

CH3COOH + ZHzo -> 4H2 + ZCOZ
D9



Oxydation synthrophique de |'acétate

Réaction en deux étapes:

1) CH,COOH + 2H,O - + 2C0, Bactéries

relation syntrophique entre

bactérie et l




Oxydation synthrophique de I'acétate dans C4

Table 1. Reactions involved in acetate and hydrogen metabolism

Process Reaction AGY (kJ/mol)
(1) Aceticlastic methanogenesis *CH;COO~ + H,O — *CHy + HCO5~ -31.0
(2) Syntrophic acetate oxidation *CH;COO~ + 4H,0 — H*COs~ + 4H, + HCO;~ + H* +104.6
(3) Hz-consuming methanogenesis 4H, + HCO3~ + H* — CHy + 3H20 —135.6
(4) sum (2)+(3) *CH3;COO™ + Hy0O — H*CO3~ + CHy -31.0
(5) Hz-consuming acetogenesis 4H, + 2HCO5 + HY — CH;COO™ + 4H,0 —-104.6

Asterisks (*) represent the fate of the methyl group carbon of acetate. It was assumed that 100% of the labeled carbon was converted to CHy (reac-

tion 1) or HCOj3™ (reaction 4). The standard Gibbs free energy change (AG") values were calculated from reference 75.

Hattori, 2008 l‘



DE LA BOITE NOIRE A LA BOITE GRISE

Outils d'exploration Outils d'identification
des voies métaboliques du microbiote fonctionnel

—)

Biogéochimie
isotopique

Biologie
moléculaire

=) Mise en évidence de l'inhibition de certaines voies métaboliques

) Identification des microorganismes responsables
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@)) LES APPORTS DES APPROCHES METAOMIQUES

~

Communauté microbienne

ADN ARN Protéines

Métagénomique
Métatranscriptomique

Déchets

<~

/

Métaprotéomique

&

» Relation entre biodiversité, activité, fonction et service éco systémique

(&

o

Substrats

4

Produits

Métabolomique

%

~>

Effluents
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(@).) MISE EN CEUVRE DE L'APPROCHE METABOLOMIQUE

Animal Feed Science and Technology 166-167 (2011) 93-100

Contents lists available at ScienceDirect

Animal Feed Science and Technology

FILSEVIER journal homepage: www.elsevier.com/locate/anifeedsci

[nhibition of rumen methanogenesis by tea saponins with reference to
fermentation pattern and microbial communities in Hu sheep

Y.Y.Zhou® H.L Mao? F.Jiang® JK. Wang®*, ] X. Liu®*, C.S. McSweeney®

2 [nsticute of Dairy Science, College of Animal Sciences, Zhejiang University, 268 Kaixuan Road, Hangzhou 310029, PR China
b CSIRO Livestock Industries, 306 Carmody Rd. St Lucia, QLD, 0467, Australia

HO

C30H450¢6

OH

Acide Médicagénique

<501.32149>

100+
1 2OHET0 oy 4733
Phytochemistry 71 (2010) 1198-1222 o1t tesosetr | | 7)™ st 4086678 437305 5203217 §
0 1633113
Contents lists available at ScienceDirect o 137 30588 502.32501
PHVTOCHENISTRY o] TI2TIBT 200.34238 24236655 293.00244 379.30027 =29t 52367799 58
Phytochemistry 00
C I TTAN 266069 2627512 36528309 40927429 | 465.30007 £49 8992
ELSEVIER journal homepage: www.elsevier.com/locate/phytochem 00— 409.2743
‘ UE 17511283 23616262 278 34570 G044 (42225305 46745044 51104932
Review 306072
100+ &2
] 17511273
A new perspective on the use of plant secondary metabolites to inhibit E L o7 et 2s0 770 3992609 |3t w v awzsr sz

methanogenesis in the rumen

Amlan K. Patra®, Jyotisna Saxena®

*Department of Animal Nutrition, Faculty of Veterinary and Animal Sciences, West Bengal University of Animal and Fishery Sciences, Belgachia, Kolkata 700037, India
" Coskata Inc,, 4575 Weaver Parkway, Warrenville, IL 60555, USA



La digestion anaérobie des déchets non dangereux

2 COMPRENDRE LE FONCTIONNEMENT DES BIOPROCEDES ANAEROBIES

> Les différentes étapes de dégradation des déchets

> Probleme de lI'azote ammoniacal dans les lixiviats de centres de
stockage de déchets ménagers

» Identification des métabolismes et des acteurs microbiens
responsables de la dégradation des déchets

& EVALUATION DES EMISSIONS POLLUANTES

> Identification des polluants a prendre en compte dans les études
d'impacts environnementaux et sanitaires

» Evaluation des transferts de micropolluants a travers les
barrieres d'étanchéité des ISD

> Etude de I'écodynamique des micropolluants durant la

digestion anaérobie
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@ LA PROBLEMATIQUE DES LIXIVIATS D'ISD

Transferts des micropolluants a travers Micropolluants récalcitrants
les barrieres d'étanchéité aux traitements des lixiviats

. s

Contamination des Sous sols Contamination des eaux de surfagg
et eaux souterraines



Les micro-polluants retrouvés dans les lixiviats

Base de données sous access regroupant :

- 33 publications et rapports d'études

- 100 ISD différentes

- 311 échantillons de lixiviat

- 402 composés organiques

-Les propriétés physique-chimiques (solubilite,
Koc...)

-Les propriétés toxicologiques des polluants
(VTR, classification CMR...)

MATIS aucune donnée publique en France
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Micropolluants organiques retrouvés dans les lixiviats

Mobilite_dans_les_sols
° assez_mobile_dans_les_sols
& faiblement_mobile_dans_les_sols
T immobile_dans les_sols
*moyennement_mobile_dans_les_sols
@ tres faiblement_mobile_dans_les_sols
tres_mobile_dans les_sols
tres_tres_mobile_dans_les_sols
63 4%9 106 292 1: Dichloromethane
o4 + 8 2: 1,4 Dioxane
19 8: Benzene
194 o 9: Toluene
- = + 1 14: Z- 1,2_Dichloroethylene
» 66 44 65 27 9 16: E-1,2_Dichloroethylene
3 - ¢ 1°4 19: Aniline
& 2 ¢ ¢ 0 22: p_Cresol
S 4 ¢ *+ ¢ 2 0 27:1,1,2_Trichloroethane
% & 9k 32: Ethylbenzene
g i A g ; 40: Bisphenol_A
% + O+ & 4 ¢ o 44:1,2,4 Trichlorobenzene
3 N o i °+ o ) 53:
' A 4 4 Bis2_ethylhexylphthalate
+ & 65: A.Idrin.
M - 4; . 66: dieldrin
T % 0
' +
| | T | |
2 0 2 4 b
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) Composition des lixiviats : campagne d’an

b i i PN ..
;&é‘; Le choix des sites de prelevement des lixiviats :

- 8 sites de prélevement sélectionnés en collaboration avec la
FNADE

- Répartition géographique sur I’'ensemble de I’hexagone

~ - Lixiviats provenant de casiers d’ages différents contenant des
| —OM, OM+DIB et DIB

Site 1 Site 2 Site 3 Site Site Site 6 Site 7 Site
[ 4 5 8
' |
Age
<5 <5 >5 >5 <5 >5 >5 >5
ans ans ans >ans ans ans ans ans
déchets DIB oM OM OM OM OM DIB OM
+ + +
DIB DIB DIB




\

4 __ - Phenols dont le bisphenol A

- Pesticides organophosphoreés

- Composés organiqgues Volatiles (COV) N
- Hydrocarbures aromatique polycycliques (HAP)
- Polychlorobisphenyls (PCB)

- Polybromodiphénylether (PBDE)

; Phtalates

| - Produits pharmaceutiques

' - Hormones )

)

' -Composés organométalliques > LCABIE

iﬂ"a Les composés organiques ont été analyses a la fois dans la phase

dissoute et particulaire


http://www.lptc.u-bordeaux1.fr/

y Principaux résultats

| - Présence en quantité importante du bisphenol A et des phtalates qui sont
des plastifiants présentant des propriétes reprotoxiques

A
- Présence également de certains COV (mono-aromatiques, solvant chlorés...)
présentant des propriétés cancérigenes

- Présence des HAP, PCB et PBDE essentiellement sur la phase particulaire
a car ces composeés sont peu solubles

- Les produits pharmaceutiques et hormones recherchés n’ont pas éte
_retrouves
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Micropolluants organiques retrouvés dans les

Log.Cmax.VTRseuil

lixiviats en France

[

@ tres_faiblement_mobile_dans_les_sols
¥ tres_mobile_dans_les_sols
@ tres_tres_mobile_dans_les_sols

Mobilite_dans_les_sols

assez_mobile_dans_les_sols
faiblement_mobile_dans_les_sols
immobile_dans_les_sols
pas_renseigne

2] <=

1: Toluéne (DIB)

44: Toluéne (OM + DIB)

22: Toluene (OM)

50: Bisphenol_A (OM + DIB)
42: Heptachlor_epoxide (OM)

44
42 @50 ;99
218 o
+
& 030 3 o8
0{}
¥ o Co
¢ & o °
& T
+ g %
+ g
+ <
B +
+ +
@ & =
& +
o +
4
s
&
T T T T T
1 0 1 2 3
Solubilite_Log.s
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Composés CMR retrouvés dans les lixiviats

Compose Classification CMR Fréquence de repérage (%)
Dibutyl phthalate REPRO 2 /REPRO 3 100
Bisphenol A REPRO 3 100
Toluene REPRO 3 100
Benzéne CARC1/MUTA? 100
Dichlorométhane CARC 3 100
p-dichlorobenzéne CARC3 75
Benz[a]anthracene CARC 2 62,5
Butyl benzyl phtalate REPRO 2/ REPRO 3 37,5
Trichloroethyléne CARC 2/ MUTA 3 37,5
Tetrachloroéthylene CARC 3 37,5
Benzo[e]pyrene CARC 2 25
Benzo[a]pyrene CARC 2/ MUTA 2/ REPRO 2 25
Heptachlor epoxide CARC3 12,5
Heptachlor CARC 3 12,5
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APPROCHE EFFECT DIRECTED ANALYSIS (EDA)

Fractionnement de |'extrait organique
du lixiviat par HPLC

Identification des fractions toxiques
par des tests de toxicité
(Génotoxicité, activité oestrogénique)

Identification des agents chimiques
présents dans les fractions présentant
une toxicité par analyse chimique




APPROCHE EDA SUR LES LIXIVIATS D'ISDND

Activités
Genotoxicité| Dixion-like Oe gpique
Site1-LB + ++
Site1-LA - +
Site1-LT - - -

Source
de l'cestrogénicité
du lixiviat étudié

Non expliquée
Expliquée
par le bisphénol A
CH3

CH;

Appr'oche EDA LixviT ’rr'aié

=

160
140
120
100
80

11%

60

40
20

ng-EEQ/| de lixiviats

-
- -
- > . _
s - -
-

= -
s . .
= - .
-

= - .
- -
-

-
= -
= -
-
= =

Fractions
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La digestion anaérobie des déchets non dangereux

2 COMPRENDRE LE FONCTIONNEMENT DES BIOPROCEDES ANAEROBIES

> Les différentes étapes de dégradation des déchets

> Probleme de lI'azote ammoniacal dans les lixiviats de centres de
stockage de déchets ménagers

» Identification des métabolismes et des acteurs microbiens
responsables de la dégradation des déchets

& EVALUATION DES EMISSIONS POLLUANTES

> Identification des polluants a prendre en compte dans les études
d'impacts environnementaux et sanitaires

» Evaluation des transferts de micropolluants a travers les
barrieres d'étanchéité des ISD

> Etude de I'écodynamique des micropolluants durant la

digestion anaérobie
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n ’ Problématique des transferts de lixiviats

2 modes élémentaires de transfert dans les barrieres
d'étanchéité : transferts advectifs (defauts dans la
geomembrane) et transferts diffusifs

géomembrane

| || s L 1/ | h]

PR — interface

Barriere passive

—) Aquifere )

: Dispersion latérale dans I’interface

& : Transfert diffusif a travers la géomembrane intacte

oo

7 ;'_._
SRE TN
, Sl

. Transfert advectif-diffusif a travers le sol



Détermination des coefficients de diffusion

{m S?
Epaisseur ¢
Conductivy

g (m’s)

9 Charge hyd

- e 3 It Conductivil
v - ’

s - 8 11

B g |/

1% -
;’.‘( ) equivalente

; { Vitesse d'in
: == 2 6 Tableau
e P infilrati

Entonnoirs en
verre

Disques d’inox

\ /
Al
Echantillon de
GSB
Réservoirs

frités.

Prélevement
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Détermination des coefficients de diffusion

0.1 _ o
+ Points expérimentaux pour
0.09 - le 1,2-dichloroéthane

0.08 - — Courbe théorique du 1,2-

0.07 + dichloroéthane

0.06 -
0.05 -

CIC,

0.04 -
0.03 -
0.02 -
0.01 -

0 5 10 15
Temps (jours)
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p Calcul de la concentration dans la nappe

1,55E-02
+ charge hydraulique 0,3m,
~ grands défauts
J=; = charge hydraulique 1m
> y
> défauts circulaires 1,16E-02
c .
o = charge hydraullque 1m,
S i grands défauts —
= = harge hydraulique 0,3m e
'S 1,0E-02 2 2 ’g,?rge ydrauligue ©,sm, 7,75E-03 o
c . . éfauts circulaires O
o L ©)
‘ I - |
. _,E, - ]
[45) |
w o 5,0E-03 = ’..v'iﬁﬁ-_ 3,88E-03
@] ] ’0 ’Q’
© :’0 Emg, *e : B
jd; TTrreseste g ' .
o
&£w B, 0,0E+00 ‘ ‘ LU 0,00E+00
\; : 0,E+00 2,E+02 4,E+02 6,E+02 8,E+02 1,E+03

temps (années)

@ Cemagref
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Concentration en benzene (ug/l)

0,12

0,10

0,08

0,06

0,04

0,02

Concentration arrivant dans les nappes

temps (années)

9,30E-02
A
AA
S + BCC répartition petits défauts 7,75E-02
A + BCC repartition grands défauts
A A MCC défauts circulaires
A A MCC répartition petits défauts
A A MCC répartition grands défauts 6,20E-02
N + BCC 20 défauts circulaires

A
A 4,65E-02

A
A 3,10E-02

A
A AAA“AAAA
A - 1,55E-02
: AA AMAAAL A
Iy A::"M““‘
l‘zgﬂtﬁap::‘tt ¢ 4
0,00 - 2 & 4 2 o o o+ o 0,00E+00
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

CICO (%)
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@ DIFFUSION A TRAVERS LES BARRIERES D'ETANCHEITE

0,2
? = * ACP
Introduction o016 | e
a 246TCP
des polluants serer
= 012 } * 2356 TeCP »
é o PCP x
g 008 * “ 8
§ T
d: 0,04 § - - ¢
O * % . t
o i ] : " 2
0 lr-—-—.—'—i—z—‘ - s hd
0.00 20.00 40.00 60.00 80.00 100.00 120.00
0.2
® Bisphénol A
E 0,16 F
5 012
V4 .
Matériau E
5 i+ 0,08 -
d'étanchéitée E
g’ 0,04 | . 0
* *
- hd * *
0 be—2 * ° -
0.00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00
Temps (j)
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La digestion anaérobie des déchets non dangereux

2 COMPRENDRE LE FONCTIONNEMENT DES BIOPROCEDES ANAEROBIES

> Les différentes étapes de dégradation des déchets

> Probleme de lI'azote ammoniacal dans les lixiviats de centres de
stockage de déchets ménagers

» Identification des métabolismes et des acteurs microbiens
responsables de la dégradation des déchets

& EVALUATION DES EMISSIONS POLLUANTES

> Identification des polluants a prendre en compte dans les études
d'impacts environnementaux et sanitaires

» Evaluation des transferts de micropolluants a travers les
barrieres d'étanchéité des ISD

> Etude de I'écodynamique des micropolluants durant la

digestion anaérobie
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Concentrations des métaux dans les lixiviats

Concentrations en mg/|

Danemark  Allemagne  Angleterre Eau potable
0.005
5.0
1.3
0.1

Les concentrations des métaux dans les lixiviats sont faibles.

b

Cependant, a long terme, Il pourrait y avoir relargage important de
métaux lors du retour aux conditions aérobies.
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La sulfo-oxydation : un risque a long terme ?

Principe de la sulfo-oxydation

» Consommation de sulfures en présence d'oxygene ou de
hitrates (DMA) :

MS + O,+ 2 OH —» M?*+ H,50,

Conséequences :
- Baisse importante de pH

- Resolubilisation des sulfures, des hydroxydes et des carbonates
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SPECIATION DE L'ARSENIC

AsllI| AsV MMA AsB TMAO
o 0 CH3 P
[ ! < i
H,C — As— OH
|o| HO — As— OH 1 H3¢c — As+ —— CH2 OH HyC — As+— OH
As O|H OH
OH/ CH3 CH,§
DL 50 3 22 916 4260 5500
TOXICITE <
12000 ) . 90000 casier bioréacteur
casier temoin 80000 -
10000 -
? 70000 -
8000 - AsB 60000 - AsB
5000 . DMA 50000 -
40000 -
4000 - 30000 -|
2000 | W iasv | TMAO igzzg | TMAO
AsIII ’ ’ i
0 T T L T T O T N——f "‘J L A=, T
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
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CYCLE BIOGEOCHIMIQUE DE LARSENIC DANS UNE ISD

()\ «——— Event de drainage
du biogaz

Puits de pompage ~ —p
des lixiviats

activité biologique

Couche drainante \

bio-méthylation / bio-éthylation

Massif de déchets

Drains

Argile

- Géomembrane
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La digestion anaérobie: Méthanisation

[ Déchets: 0 ]
. . nismes
o Devenir des micropolluants
) [CH,CO0
Méthanogénése Méthanogénése
Acétoclastique Hydrogénotrophe

(CH, / €O, CH,
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ECODYNAMIQUE DES POLLUANTS ORGANIQUES

OH
oH £h cl Cl T
Cl Cl
HO~©'& OH
S 00U O
c el
La mise en évidence de la disparition du polluant

w

Abaissement de la toxicité

Car le polluant peut:
1- Etre simplement adsorbé sur les déchets

2- Transformé en métabolite pouvant étre plus toxique que le polluant initial
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Approche moléculaire et isotopique

Composés phénoliques

marqués en 13C
. +

Analyse par
CPG-SM
CPG+IRMS

I Analyse par

CPG-IRMS
1 RO

o @
© "o

® o mE : ) ) e
, 9
Dégradation sélective par Métabolites Q

w

les microorganismes marqués en 13C

Analyse + S
par W
CPG-SM <

=) Suivi de la concentration du micropolluant

mm) Mise en évidence de la minéralisation du polluant
|dentification des produits de degradation 107




Incubation abiotique

Incubation biotique

35°C B5°C
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HO

Etude de la dégradation du phénol T=35 ° C

Incubation biotique 1
=9—% phénol restant  ====% 13C CH4 =gfr=% 13C CO2

120

- T 6

© B N W A~ U
%13 C

0 20 40 60 80 100
i Temps (j)

Incubation biotiégue 2

120
100

(o]
o O

% phénol restant

N b O
o

o

1
1
1
1
|
1
—6—% phénol restant ~ ==% 13CCH4  =fe=% 13C CO2
1
1
1
1

0 40 80 120 160 200

Temps (j)

Incubation abiotique

=9—9% phénol restant

120 -
100 -

o)
c

s 80 -

rest

—= 60 -

éno

e=f===9% 13C CH4

\ 4

== 13C CO2

f*

- 4

Temps (j)

Mise en évidence de la biodegradation et de la minéralisation
du phénol en condition mésophile
) Différence de cinétique de degradation entre les duplicats 109
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Incubations du phénol T=55° C
Incubation biotique 1

=0=—"9% phénol restant  e===% 13CCH4  ==fe=% 13C CO2

120 - - 4
100 -
- 3
£80
s
£60 " 20 Incubation abiotique
o a
S40 {1 I .
s =T - 1° =#=% phénol restant ~ e=m=% 13C CH4  ==fe=% 13C CO2
x20 120 - T 4
0+ ! ; -0 100 1 —o —
0 20 40 | 60 | 80 100 +3
Temps (j) | = 80 ~
Incubation biotique 2 2
| : £ 60
=49=% phénol restant === 13C CH4 =d—% 13C CO2 o
120 - l ! T4 40
1 1 <
: , =
100 - \ ' . % 20 -
| : T 3
- 80 A ! 0
c
s
§60 T 20
3 ,w::=— == 2
540 7 i R
g -1
<20 A
0 4 L o
0 40 80 120 160 200 240

Temps (j)
‘ Mise en évidence de la biodégradation et de la minéralisation du
phénol en condition thermophile

‘ Différence de cinétique de dégradation entre les duplicats 110




Décalage entre la dégradation
et la minéralisation a 35 et pas a 55° C

—o—9%phénolrestant ~ ===%13CCH4  ==e=% 13CCO2 —é—%phénolrestant  =E=%13CCH4 =% 13CCO2
120 - 4 120 - - 6
100 100 L 5

"3 Ego 4
560 -2, 3960 -3
S a2
£40 S =40 F 2
5 17 =
X20 20 @ L1
0 - 0 0 = r 0
100 0 20 40 60 80 100
Temps (j)
Incubation biotique 1 Incubation biotique 1
55° C 35° C
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Identification des métabolites du phénol par CPG-IRMS et
CPG-SM dans les incubations biotiques a T=35° C
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Identification des métabolites du phénol par CPG-IRMS et
GC-MS dans les incubations biotiques a T=55 ° C
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Voies métaboligues de degradation anaerobie du phénol

Conditions mésophiles

OH OH

On a bien identifié cette
phénol = coo- — benzoyle CoA VOIe de dégrad atlon
para-hydroxybenzoate { dans nos incubations

- O
@ I
H,C OH
acétate

Conditions thermophiles

OH

I Pas d’identification de
@ [Q} certains intermédiaires

Y
} Soit autre voie utilisée

‘O‘ Ou pas d’accumulation des
e ™o metabolites
acetate

car processus rapide
114
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Suivi de la concentration du bisphénol-A dans les incubations
par CPG-SM et de la composition isotopique du biogaz par

° ° 4 ° ? - H -
Suivi Moléculaire (CPG-SM) Suivi isotopique (CPG-IRMS)
6000 - Incubation biotique 1 35 °C Incubation biotique 1,
. 80 CH4
5000 =#—Tncubation biotique 2 H
35°C 4000 - Incubation abiotique
000 -
3
2000 - . A
1000 +
0 -120
0 10 20 30 40 0 100 Tempszac)J 300
Temps (j)
55 °C Incubation biotique 1, CH4
6000 1 —&— Incubation biotique 1 80 A == Incubation biotique 1, CO2
5000 g =& Incubation biotique 2 30 -
4000 - —- Incubation abiotique g W
oOpr — 20 -
55°C < 3000 - o
> o
O 2000 - 270 -
1000 - -120
! . . , 0 100 200 300
0 Temps (j)
0 10 20 30 40
Temps (j)

:> Pas de minéralisation du Bisphenol A mais certainement
plutdt une adsorption sur les déchets 115



Introduction d’un deuxieme inoculum

:> Apres 200 jours de suivi : réalisation de nouvelles incubations

par des inocula provenant d’un digesteur de boues de STEP

Dégradation du BPA-13C par les
microorganismes

~

Préelevements
Liquide
Analyse quantitative : CPG-SM

Analyse des meétabolites :
CPG-IRMS & CPG-SM

Com—

Prélevements
gazeux

Mise en évidence de la
minéralisation par
analyse de la
composition isotopique
du biogaz : CPG-IRMS
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Suivi de la composition isotopique du biogaz dans les
Incubations biotiques par CPG-IRMS

35" C
Incubation biotique 1, CH4
—>=Expérience 2, CH4

80 - =& TIncubation biotique 1, CO2
Expérience 2, CO2

55° C
Incubation biotique 1, CH4
—>=Expérience 2, CH4

=4 Incubation biotique 1, CO2
Expérience 2, CO2

q Le BPA apparait réfractaire lors de la digestion anaérobie

j‘ Absence de minéralisation du BPA méme avec un second inoculum

117



Suivi des métabolites du bisphénol-A par CPG-IRMS
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:> Persistance du BPA dans les incubations méme apres
utilisation des inocula de digesteur de boues de STEP

Le BPA apparait réfractaire lors de la digestion anaérobie 118



C (mg/L)

Analyse quantitative du 3C4-2,4,6-trichlorophénol

A

150

35° C
6 1
5 x
4 I abiotique
LN
2_ N
1_
o —-—- |

0] 50 100
Jours

C (mg/L)

O =, N W Hhh O O

o) 50 100 150

jours

Disparition de 2,4,6-TCP dans les incubations biotiques
meésophiles, lors de la digestion anaérobie

:> Persistance du 2,4,6-TCP a 55 ° C.
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Identification des métabolites du 13C,-2,4,6-TCP dans les
incubationsa 35° C

OH
Cl Cl

Cl

OH
Cl

Cl

OH

Cl

:> Présence du 2,4-DCP comme
metabolitea35° C

:> Persistance du 4-CPa35° C
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Persistance du métabolite $3C;-4-CP dans les incubations

a35°

File Mare: CATherrmotlsodat NTWGlobal\User\GE |- Interface\Results\AC Q- Resultsibiogas' 20094 L200304 0503 L SPMEVP CPAPCP- 12 C-B4-28-04-03-F D M!
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Persistance du 4-CP a 35 ° C et absence du phénol comme

produit de dégradation du 4-CP

Time [=]
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@) 1)) ) BILAN SUR L'ECODYNAMIQUE DES POLLUANTS ORGANIQUES

» Chlorophénols
-Biodégradation jusqu'au 4-chloropheénol a 35°C
-Absence de biodégradation a 55°C

» Phénanthréne
-Absence de biodégradation a 35°C et 55°C
-Composé peu biodisponible en raison de son adsorption sur les déchets

> Bisphénol A

-Absence de biodégradation a 35°C et 55°C avec différents inocula

I:> Identification des microorganismes responsables

These d'Intissar LIMAM et de Carolina HOYOS HERNANDEZ 123



