N
N

N

HAL

open science

Ingénierie écologique des communautés microbiennes de
méthanisation des déchets ligno-cellulosiques

Olivier Chapleur

» To cite this version:

Olivier Chapleur. Ingénierie écologique des communautés microbiennes de méthanisation des
déchets ligno-cellulosiques. Sciences de l'environnement. AgroParisTech, 2012. Francais. NNT:

2012AGPT0046 . pastel-00945512

HAL Id: pastel-00945512
https://pastel.hal.science/pastel-00945512
Submitted on 12 Feb 2014

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://pastel.hal.science/pastel-00945512
https://hal.archives-ouvertes.fr

Parislech A'gro Parislech

INSTITUT DES SCIENCES ET TECHNOLOGIES Tk oy e INSTITUT DES SCIENCES ET INDUSTRIES DU VIVANT ET DE UENVIRONNEMENT
PA RI S | N ST I T U T E O F T ECH N 0 Lo GY ‘ﬁﬁ = . PARIS INSTITUTE OF TECHNOLOGY FOR LIFE, FOOD AND ENVIRONMENTAL SCIENCES

Ecole [BleYadel IS

nvironnemen

Doctorat ParisTech

THESE

pour obtenir le grade de docteur délivré par

L’Institut des Sciences et Industries
du Vivant et de I'Environnement

(AgroParisTech)

Spécialité : Sciences de I'Environnement

présentée et soutenue publiquement par

Olivier CHAPLEUR
le 18 juin 2012

Ingeénierie écologique des communautés microbiennes

de methanisation des déchets ligno-cellulosiques

Directeur de thése : Jean-Jacques GODON
Co-encadrement de la thése : Théodore BOUCHEZ

Jury

M. Théodore Bouchez, ICPEF, IRSTEA Examinateur
M. Patrick Dabert, Directeur de recherche, IRSTEA Rapporteur
M. Jean-Jacques Godon, Directeur de recherche, INRA Examinateur
M. Laurent Mazéas, Chargé de recherche, IRSTEA Membre invité
M. Franck Poly, Chargé de recherche, Université Claude Bernard Lyon | Examinateur
M. Philippe Vandenkoornhuyse, Professeur, Université Rennes | Rapporteur
Mme Laure Vieublé-Gonod, Maitre de conférences, AgroParisTech Examinateur







A la mémoire de ma maman,

A mon pere,






Remerciements

Je souhaite remercier tous ceux qui m’ont accompagné et apporté une aide précieuse et indispensable

lors de cette aventure qu’est une théese.

Je tiens en premier lieu a exprimer toute ma gratitude a Théodore Bouchez, qui, lorsque j’ai frappé a sa
porte, m’a accueilli avec bienveillance et m’a offert la possibilité de réaliser ce travail dans son équipe.
Sa passion communicative pour la thématique de la gestion des déchets et ’écologie microbienne a été
une grande source de motivation. II m’a accompagné, avec Jean-Jacques Godon, mon directeur de
thése, pendant mon stage de master puis mon doctorat, et je tiens a les remercier pour avoir guidé mon
travail, stimulé mes réflexions tout en m’accordant confiance et autonomie dés mes premiers pas dans

le monde de I’écologie microbienne.

J’adresse mes remerciements aux membres du jury qui ont accepté d’évaluer mon travail de these :
Mme Laure Vieublé-Gonod et M. Frank Poly ainsi que MM. Patrick Dabert, Philippe

Vandenkoornhuyse, les rapporteurs de ce travail.

Je remercie également toutes les personnes ayant participé a mon comité de these : chaque réunion a été
loccasion de faire un point sur l'avancée de mes travaux et de prendre du recul. Je suis tres
reconnaissant a Nathalie Frascaria-Lacoste, Bernard Montuelle et Pierre Renault pour leurs conseils et

leurs réponses a mes questions a I’occasion de ces réunions.

Je remercie Cécile Loumagne puis Didier Pont qui m’ont accueilli dans l'unité de recherche
Hydrosystéemes et Bioprocédés, ainsi que Gérard Sachon puis Michel Penel directeurs du centre

d’Antony du Cemagref, puis Irstea.

J’exptime toute ma gratitude a Philippe Duchéne, directeur du département Ecotechnologies a Irstea

pour ses conseils avisés et sa disponibilité tout au long de ce projet de FCPR.

Je remercie chaleureusement Christian Duquennoi, chef de I'équipe SOWASTE a Antony, ainsi que
Pascal Mallard puis Nathalie Touze-Foltz, animateurs du théme de recherche SOWASTE.

Jexprime également ma reconnaissance a Laurent Mazéas et Ariane Bize pour le suivi attentif et
I'investissement important dans la réalisation de mes travaux. C’est un réel plaisir d’apprendre et de

travailler avec eux.

J’adresse mes remerciements a Jean-Luc Guerquin-Kern et Ting-Di Wu de linstitut Curie pour notre

collaboration autour du nanoSIMS.

Je remercie également I’école doctorale ABIES et en particulier Cyril Kao, Marianne Lefort, Corinne

Fiers et Francoise Launay.

Je remercie aussi les membres de ’équipe SOWASTE avec qui j’ai eu la chance de passer ces quelques
années : Chloé, Fan, Nelly, Ghita, Rim, Laetitia, Elizabeth, Liping, Julien, Anthony, Elie, Arnaud,
Grégory, Hugues etc. En particulier, je remercie trés chaleureusement Céline Madigou pour son soutien
et son aide dans ce travail et son écoute face aux difficultés. Le partage de bureau nous a permis de

nous rapprocher, malgré le volume important de documents que j’ai pu accumuler au fil des années !



Remerciements

Merci a 'ensemble des membres de ’équipe microbiologie pour 'ambiance de travail et les échanges
fructueux : Chrystelle Bureau, Anne Goubet, Jean-Jacques Pernelle, Cécile Rouillon et Francoise

Vincent-Hubert.

J’adresse mes remerciements au personnel de I’équipe chimie, pour leur aide précieuse dans les analyses

physico-chimiques : Angeline Guenne, Nadine Derlet et Nina Pourette.

Un grand merci a toutes les belcates pour leur bonne humeur et nos collaborations piotiques : Marie-
Hélene, Catherine, Emmanuelle, Adeline, Cécile, Aurélie, Marine, Violaine mais aussi Jérémie et
Matthieu. Merci en particulier au docteur Fechner de me prodiguer depuis de nombreuses années des
conseils si avisés, au plan personnel ou professionnel. En particulier merci d’avoir pris le temps de relire

une grande partie de ce travail, et d’avoir toujours été la dans les moments importants, heureux ou
difficiles!

Merci aux différents étudiants avec qui j’al pu travailler et a qui jespere j’ai pu donner le gout de
I’écologie microbienne, et de trouver des réponses (simples) aux questions compliquées : Vincent
Hébrail, Charlotte Richard, Thibaut Serain et An Shu.

Au sein de 'unité HBAN, je remercie tres chaleureusement tous les membres passés et présents, pour
leur aide informelle et pour leur amitié. Un grand merci a Sophie Morin, Valérie Dansin, Roger Martins,

Laurence Tanton, Elizabeth Riant et Nathalie Camus pour leur disponibilité et leur bonne humeur !

Je remercie 'ensemble des autres personnels de Irstea avec qui j’ai eu la chance de pouvoir collaborer,
en particulier les équipes scientifiques des autres centres régionaux, mais également les équipes du

« groupement » d’Antony, les membres de la DG et en particulier de la DCRP.

Enfin, je remercie du fond du cceur tous mes amis, qui m’ont soutenu pendant cette période exigeante
, . . , . . s
qu’est la these, mais également dans beaucoup d’autres moments de ma vie. Merci tout particulicrement

a mes parents de m’avoir encouragé dans mes études et transmis leur gott pour les sciences.



— Sommaire






Sommaire

Sommaire 2
Liste des abréviations
Introduction 9
Synthése bibliographique 13
Gestion des déchets et des bioprocédés : problématiques et enjeux 13
1.1. Les déchets ménagers en France 13
1.1.1. Production et traitement 13
1.1.2. Vers une optimisation nécessaire des systemes d’élimination des déchets 15
1.1.3. Des perspectives énergétiques fortes 17
1.2. Composition des déchets non dangereux : la cellulose, une molécule clé 19
1.3. La dégradation des déchets : des bioprocédés et des microorganismes en action 20
1.3.1. Bioprocédés 20
1.3.2. Le devenir des déchets ménagers... 21

1.4. Controle et connaissance des bioprocédés : une gestion a I'échelle macroscopique, sous forme de boite noire_ 22

1.5. Vers la connaissance des acteurs des bioprocédés : les microorganismes 23
1.5.1. Une premiére acquisition de connaissances partielle et biaisée 23
1.5.2. L’arrivée des techniques moléculaires 24
1.5.3. Intégration de la composante microbienne dans I'étude des bioprocédés 24
La biologie moléculaire au service de la description des bioprocédés 25

2.1. Comment décrire et étudier un écosystéme microbien complexe ? 25
2.1.1. De la nécessité d'étudier les systémes dans leur ensemble 25
2.1.2. Le 16S, un marqueur moléculaire universel 25

2.2. Observation des écosystemes microbiens, des communautés aux individus 27
2.2.1. Evolution des communautés et dynamiques de population 27
2.2.2. Identifier les acteurs des écosystemes microbiens et les classer 30
2.2.3. Observer les microorganismes directement dans leur environnement 30

2.3. Mise en évidence des informations fonctionnelles au sein d'un écosysteme complexe 32
2.3.1. Les isotopes stables pour accéder a l'information fonctionnelle 32
2.3.2. Comment identifier les microorganismes fonctionnels 33
2.3.3. Mesure de l'incorporation d'isotopes au sein des microorganismes 36
Description des processus de méthanisation 39

3.1. Les grandes étapes de la digestion anaérobie 40
3.1.1. Hydrolyse 40
3.1.2. Acidogenese 40
3.1.3. Acétogenése 41
3.1.4. Méthanogenése 41
3.1.5. Autres réactions 42
3.1.6. Cas particulier des substrats cellulosiques 42

3.2. Microbiologie de la digestion anaérobie 43
3.2.1. Hydrolyse 44
3.2.2. Acidogenese 44
3.2.3. Acétogenése 44
3.2.4. Méthanogenése 44
3.2.5. Sulfato-réduction 45
3.2.6. Influence d'un ensemble de parameétres 45

3.3. Cas particulier de la cellulose et de sa dégradation d'un point de vue moléculaire 45

3.4. Conclusion 47

Vers la mise en ceuvre d’une ingénierie écologique des communautés microbiennes des bioprocédés 48

4.1. L'ingénierie écologique, définitions et objectifs 48
4.1.1. Des premiers pas a la mise en place d’une démarche 48
4.1.2. Objectifs visés 49
4.1.3. Enjeux de recherche 49

4.2. Les passerelles entre écosystemes macroscopiques et écosystémes microbiens 50




w

®© N

Sommaire

4.2.1.
4.2.2.
4.2.3.
4.2.4.

Des régles générales pour mettre en place I'ingénierie écologique

Macro et micro : des écosystémes différents ?

Vers une meilleure prise en compte des microorganismes

Bilan

50
50
51
53

4.3. La mutation de I'écologie microbienne des bioprocédés vers l'ingénierie écologique des écosystémes microbiens

des bioprocédés

4.3.1.
4.3.2.

Quels outils pour réaliser I'ingénierie écologique des bioprocédés ?
5.1. Des parameétres a moduler

Observer, reproduire, concevoir

Utiliser, manipuler ou ajuster

5.1.1. Notion de levier environnemental
5.1.2. Leviers physico-chimiques
5.1.3. Ajouter des substrats simples pour stimuler et orienter 'activité microbienne
5.1.4. S’inspirer d’autres systemes microbiens
5.1.5. D'autres leviers d'action sont possibles
5.2. Sur quels concepts écologiques s'appuyer ?
5.2.1. Mesure de la stabilité, résilience et résistance
5.2.2. Mesure de la diversité et de la dynamique des populations
Conclusion

Problématique et objectifs

Matériel et méthodes

Systéme expérimental
1.1. Dispositif expérimental

71
73

1.2. Inoculum

1.3. Tampon liquide
1.4. Biomasses exogeénes
1.5. Ciel gazeux

1.6. Substrats utilisés

Mise en place des incubations

Suivi des productions de biogaz
3.1. Prélevement et analyse du biogaz
3.2. Analyse de la composition du biogaz par micro-chromatographie
3.3. Calcul des productions de biogaz
3.4. Mesure de la composition isotopique du biogaz

Prélevement et conservation des échantillons liquides pendant l'incubation

Méthodes analytiques

5.1. pH

5.2. Le carbone organique et inorganique dissous

5.3. Les Acides Gras Volatils

5.4. Analyse de la composition isotopique des AGV
5.5. Analyses élémentaires

Méthodes de biologie moléculaire

6.1. Extraction d'ADN

6.2. ARISA

6.3. Principe des puces ADN Agilent Technologies
6.4. Ultracentrifugation
6.5. Pyroséquencage

Analyse des résultats d’ARISA a I'aide de Statfingerprints
Analyse des données de pyroséquengage

Vue d’ensemble des microcosmes préparés

54
54
55

56
56
56
57
59
61
64
64
65
66

70

73
73
73
74
74
74
74

75

75
75
76
76
77

77

78
78
79
79
79
79

79
79
80
81
82
83

83
83
84



Sommaire

9.1. Principaux parameétres physico-chimiques 84
9.2. Diversité microbienne des inocula 85
9.3. Influence de changements de température 86
9.4. Influence d’une fonctionnalisation préalable de la biomasse 90
9.5. Effet de la co-inoculation de biomasses exogenes 93
== Influence de changements de température 97

1. Introduction 97
2. Données physico-chimiques 98
2.1. Productions de gaz 98
2.1.1. Production de biogaz total 99
2.1.2. Productions spécifiques de biogaz 102
2.1.3. Conclusions 105

2.2. Analyses physicochimiques de la phase liquide 105
2.2.1. Carbone organique et inorganique dissous 105
2.2.2. Acides gras volatils 107

2.3. Analyses isotopiques 108
2.3.1. Gaz 109
2.3.2. Acides gras volatils 109

2.4. Influence des prélevements liquides 112
3. Analyses microbiologiques 113
3.1. Observation des profils ARISA de la diversité totale 113
3.1.1. Expérience IT 113
3.1.2. Expérience IM 114
3.1.3. Comparaison entre les deux expériences 115
3.1.4. Conclusion 116

3.2. Interprétation statistique des données ARISA 116
3.2.1. Construction de dendrogrammes de proximité 116
3.2.2. Calcul d’indices de diversité 118

3.3. Détermination des populations fonctionnelles 123
3.3.1. Gradients d’ultracentrifugation 123
3.3.2. Diversité de la fraction fonctionnelle de ’ADN 124

3.4. Séquencgage de ’ADN 126
3.4.1. Archées 126
3.4.2. Bactéries 127
3.4.3. Bilan 130

4. Discussion 130
4.1. Performances de dégradation 130
4.1.1. Aprés le premier choc de température 130
4.1.2. Au retour a la température initiale 131

4.2. Voies métaboliques mises en jeu 132
4.2.1. Expérience IT 132
4.2.2. Expérience IM 132
4.2.3. Bilan 133

4.3. Structure des communautés 134
4.3.1. Température et diversité microbienne 134
4.3.2. Situations observées 135
4.3.3. Bilan 136

4.4. Changements irréversibles au passage par les conditions thermophiles 137
4.5. Diversité, écologie et fonctionnalité 139
5. Conclusion-bilan 140

== Influence d’une fonctionnalisation préalable de la biomasse 141

1. Introduction 141




2.

Sommaire

Préadaptation
2.1. Données physico-chimiques
2.1.1. Productions de gaz
2.1.2. Carbone organique et inorganique dissous
2.1.3. Acides gras volatils
2.2. Analyses microbiologiques
2.2.1. ARISA

2.2.2. Analyse statistique des profils ARISA

2.2.3. Séquencage de ’ADN

2.3. Bilan de la période de préadaptation

Dégradation de la cellulose

3.1. Données physico-chimiques

3.1.1. Productions de gaz
3.1.2. Carbone organique et inorganique dissous
3.1.3. Acides gras volatils

3.2. Analyses isotopiques

3.2.1. Biogaz
3.2.2. Acides gras volatils
3.3. Analyses microbiologiques
3.3.1. Détermination des populations fonctionnelles
3.3.2. Observation des profils ARISA de la diversité totale et de la diversité fonctionnelle
3.3.3. Interprétation statistique des données ARISA
3.3.4. Séquencage de ’ADN
3.3.5. Bilan
Discussion
4.1. Un modelage réussi mais surprenant
4.1.1. Réactions de I'inoculum initial face a différents substrats
4.1.2. Le modelage aboutit a des situations différentes...
4.1.3. ... et a un cas surprenant
4.1.4. Efficacité et pertinence de la méthode de modelage
4.2. Dégradation de la cellulose : deux schémas métaboliques et écologiques se distinguent
4.2.1. Préadaptation avec 'acide propionique ou I'acide butyrique
4.2.2. Préadaptation avec le glucose ou le cellobiose
4.2.3. Un comportement singulier
4.3. Prédétermination des communautés écologiques ou évolution stochastique ?
4.3.1. Quelles étapes conditionnent I’évolution des processus ?
4.3.2. Déterminisme ou stochastisme ?
4.3.3. Pourquoi n’y a-t-il que deux schémas de dégradation de la cellulose ?

Bilan : la préadaptation comme levier environnemental pour modifier les communautés de

microorganismes

Effet de la co-inoculation de biomasses exogénes

Introduction

177

Données physico-chimiques

2.1. Productions de gaz
2.1.1. Co-inoculation avec le contenu ruminal
2.1.2. Co-inoculation avec la boue de bassin d’aération
2.1.3. Bilan
2.2. Analyses physicochimiques de la phase liquide
2.2.1. Carbone organique et inorganique dissous
2.2.2. Acides gras volatils
2.3. Analyses isotopiques
2.3.1. Gaz
2.3.2. Acides gras volatils

2.4. Influence des prélévements liquides

143
143
143
146
146
147
147
148
150
151

152
152
152
153
154
154
154
155
155
155
158
163
166
169

169
169
169
170
171
171
172
173
173
173
174
174
175
175

176

177

178
178
179
179
180
180
180
181
183
183
184
186



3.

Sommaire

186

187

2.4.1. Co-inoculation avec le contenu ruminal
2.4.2. Co-inoculation avec la boue de bassin d’aération
2.4.3. Bilan

187

Analyses microbiologiques

3.1. Détermination des populations fonctionnelles

188
188

3.2. Observation des profils ARISA de la diversité totale et de la diversité fonctionnelle

189

3.2.1. Co-inoculation avec du contenu ruminal

189

3.2.2. Co-inoculation avec la boue de bassin d’aération

191

3.2.3. Comparaison entre les différentes expériences

193

3.3. Interprétation statistique des données ARISA

193

193

194

195

195

200
200

201

201

203

3.3.1. Archées
3.3.2. Bactéries
3.3.3. Bilan
3.4. Séquencgage de ’ADN
Discussion
4.1. Dynamiques métaboliques
4.2. Dynamiques écologiques
4.2.1. Devenir des biomasses co-inoculées
4.2.2. Vers une exploitation du potentiel enzymatique de biomasses exogenes
4.2.3. D’une perturbation a un nouvel état d’équilibre

204

Bilan : la co-inoculation comme levier environnemental pour I'ingénierie écologique
5.1. Imiter les systemes performants

205
205

5.2. Modifier la diversité microbienne

206

Discussion générale 207

Pertinence et limites de la démarche expérimentale

1.1. Conception du schéma expérimental

207
207

1.2. Les moyens expérimentaux

208

1.2.1. Le systeme d’étude

208

1.2.2. Les outils utilisés

209

Perturbations ou leviers environnementaux ?

2.1. Effets métaboliques

211
211

2.2. Effets écologiques

212

2.2.1. Mise en perspective globale de I'effet de certains parametres

212

2.2.2. Diversité totale suite a I'application de leviers

214

2.2.3. Diversité fonctionnelle

215

2.3. Conclusion

216

Perspectives de travail

3.1. Autres leviers environnementaux possibles

217
217

3.1.1. Parametres physico-chimiques du procédé

217

3.1.2. Elimination ou sélection de microorganismes

218

3.1.3. Faciliter le travail des microorganismes

218

3.1.4. Possibilité d’utiliser une combinaison de différents leviers

218

3.2. Vers un changement d’échelle

218

La mise en place de I'ingénierie écologique des communautés microbiennes des bioprocédés est-elle

possible ?

4.1. La question de I’échelle d’observation

219
219

4.2. Le bioprocédé

220

4.3. L'écosysteme

220

4.4. Réunir bioprocédé et écosysteme

221

4.5. Conclusion

223

Conclusion générale 225




Sommaire

=— Annexes 227
Annexe 1: Profils ARISA des expériences de changements de température, archées 227
Annexe 1: Profils ARISA des expériences de changements de température, bactéries ____ 228
Annexe 2: Liste des OTUs identifiés et nom du plus proche parent pour les bactéries_____ 229
Annexe 3: Liste des OTUs identifiés et nom du plus proche parent pour les archées 232
Annexe 4: Diversité des bactéries par classe et OTUs 233
Annexe 5: Diversité des archées par genre et OTUs 234
- Références bibliographiques 235




— Liste des abreéviations






Liste des abréviations

ACP : analyse en composantes principales

ADEME : agence de 'environnement et de la maitrise de I'énergie
ARDRA : amplified ribosomal DNA restriction analysis

ARISA : automated ribosomal intergenic spacer analysis

CARD-FISH : catalyzed reporter deposition fluorescence in situ hybridization
CLSM : confocal laser scanning microscopy

CSD : centres de stockage de déchets

DCO : demande chimique en oxygene

DGGE : denaturing gradient gel electrophoresis

DND : déchets non dangereux

EL-FISH : clement labeling-fluorescent 7 sitn hybridization

FISH : fluorescent iz sitn hybridization

FNADE : fédération nationale des activités de la dépollution et de I'environnement
HISHSIMS : halogen i situ hybridization secondary ion mass spectroscopy
IFEN : institut francais de environnement

ISDND : installations de stockage des déchets non dangereux

ITS : intergenic transcribed spacer

MODECOM : méthode de caractérisation des ordures ménageres
NIMBY : not in my backyard

OTU : operational taxonomic unit

pb : paires de base

PCR : polymerase chain reaction

RFLP : restriction fragment length polymorphism

SIMS : spectrométrie de masse a ionisation secondaire

SIMSISH : secondary ion mass spectroscopy 2 situ hybridization

SIP : stable-isotope probing

SSCP : single-strand conformation polymorphism

STP : standard de températures et de pression (conditions)

TGGE : temperature gradient gel electrophoresis

T-RFLP : terminal restriction fragment length polymorphism



Liste des abréviations




— Introduction






Introduction

Face a des enjeux économiques, environnementaux et sociétaux croissants, la gestion des déchets doit
évoluer vers de nouvelles méthodes afin de réduire les impacts d’une quantité grandissante de maticre
résiduelle. Cette derniere, devenue inutile pour ses détenteurs initiaux qui s’en défont, n’a pas toujours
atteint le terme de son cycle de vie. En effet, la mati¢re déchet, pendant un temps définie comme « la
quantité perdue dans l'usage d'un produit », celle dont on ne veut plus et qu’il faut éliminer, prend une
nouvelle signification a I’heure de la pénurie annoncée des énergies fossiles. Aujourd’hui, on prend
conscience de la valeur du déchet en tant que ressource: a la fois ressource mati¢re a travers le
recyclage ou le compostage, mais également ressource énergétique, a travers I'incinération mais aussi

grace a la valorisation du biogaz issu des bioprocédés de traitement anaérobie des déchets.

A ce titre, le biogaz est reconnu comme une énergie renouvelable au titre de la directive CE
(2001/77/CE) depuis septembre 2001. Il est formé dans les centres de stockage de déchets ou dans les
bioréacteurs de méthanisation hors-sol au cours d’un processus appelé digestion anaérobie. La digestion
anaérobie consiste en une succession de réactions de dégradation au cours desquelles la maticre
organique contenue dans les déchets est convertie en un gaz appelé biogaz, composé principalement de
dioxyde de carbone et de méthane, qui est valorisable. Ces réactions de dégradation sont catalysées par
une grande variété de microorganismes agissant simultanément et en interaction. Au sein des
bioprocédés, les microorganismes forment un écosystéme microbien complexe, dans lequel, a I'image
des écosystemes macroscopiques, se mettent en place des réseaux et des flux entre individus et espcces.
Dans ce cadre, les parameétres opératoires appliqués aux bioprocédés définissent les conditions et les
pressions environnementales qui influencent I’évolution des communautés microbiennes, induisent
Pexpression des fonctions et déterminent les performances des bioprocédés. Les microorganismes

constituent donc un maillon incontournable de cette chaine causale.

Cependant, du fait de limitations méthodologiques, la composante microbienne des bioprocédés a
longtemps été insuffisamment comprise, ce qui a limité son exploitation. Le développement des
techniques de biologie moléculaire a permis d’avancer considérablement dans I’étude des communautés
microbiennes complexes présentes dans Penvironnement, en particulier dans les bioprocédés. De
premicres descriptions des écosystémes microbiens ont été réalisées, et si la connaissance du réle et de
identité de chacun des microorganismes responsables de la digestion anaérobie n’est pas exhaustive, le
déroulement des différentes étapes de la dégradation est mieux documenté. L’équilibre des différentes
composantes de I’écosysteme microbien reste toutefois plus difficile a appréhender. Les
microorganismes forment des groupes fonctionnels et des chaines trophiques, ou encore tissent des
flux d’énergie et des réseaux d’interaction forts qui peuvent étre tres influencés par I’évolution des
conditions opératoires. Les conséquences de ces modifications sur la nature des fonctions réalisées dans
les bioprocédés ainsi que leur stabilité peuvent étre importantes, mais sont mal comprises. Une
meilleure connaissance de ces phénomenes permettrait de mieux anticiper et maitriser les variations de
fonctionnement des bioprocédés -I'instabilité amenant souvent des dysfonctionnements- et permettrait
pourquoi pas d’orienter leur fonctionnement. Cependant, les techniques de biologie moléculaire seules
ne fournissent pas les outils nécessaires pour faire ce travail et livrent seulement la description de la

composante biotique des bioprocédés.
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L’utilisation conjointe de la démarche d’ingénierie écologique et de ses techniques pourrait permettre
d’aller plus loin et d’ouvrir des voies pour la manipulation iz sit# des compartiments microbiens afin
d’orienter le déroulement des bioprocédés. L’ingénierie écologique est introduite par Odum des 1962.
Clest au sens strict la manipulation 7z situ de systemes écologiques (de quelques individus a tout un
¢cosysteme) dans un contexte écosystémique explicite : prise en compte des interactions avec les autres
organismes, communautés et écosystemes, prise en compte des dimensions physiques et chimiques de
la manipulation et du fonctionnement de ces systemes écologiques. Les objectifs attendus sont divers :
maintenir, favoriser ou orienter les processus naturels, et par conséquent les biens et les services qu’ils
fournissent aux humains et aux autres especes. Dans le cas des bioprocédés, une meilleure prise en
compte du fonctionnement de Iécosysteme microbien permettrait d’affiner la gestion et le contrdle des
processus microbiens de dégradation des déchets et de production de biogaz et d’améliorer leur
stabilité. L'écologie microbienne pourrait alors passer d'un cadre purement descriptif a un cadre plus
prédictif et quantitatif, dans lequel les principes écologiques seraient intégrés et exploités afin de
construire des systemes qui seraient biologiquement optimisés dans un but souhaité. La mise en place
de l'ingénierie écologique d’un écosysteme passe par la mise en place d’outils permettant de manipuler
les communautés fonctionnelles. Pour cela, il importe de caractériser I'action de différents parametres
sur la stabilité et la performance des communautés, ceci dans le but d’évaluer les possibilités d’orienter
et de modifier les populations, et donc les fonctions biologiques et écologiques associées, en actionnant
différents types de leviers environnementaux. L’accumulation d’outils et leur utilisation combinée
permettra d’affiner la gestion des populations microbiennes. A terme, on peut envisager passer d’une
gestion des bioprocédés par application de parametres opératoires a une gestion des bioprocédés par
action de leviers environnementaux qui prennent en compte explicitement les remodelages

écosystémiques induits.

Un cadre théorique permet d’envisager I'ingénierie écologique des bioprocédés. Il est toutefois
nécessaire d’évaluer plus précisément les possibilités offertes par cette démarche. Ce travail a
notamment pour but de documenter I'action de différents parametres environnementaux sur le
fonctionnement de bioréacteurs anaérobies de dégradation de la cellulose, un constituant majeur des
déchets'. Les conséquences écologiques et métaboliques de différentes perturbations ont été étudiées,
ainsi que la capacité de I’écosysteme microbien a faire face a cette perturbation (résistance) et a revenir a
son état initial apres la perturbation (résilience). Afin d’établir un lien entre fonction et identité des
microorganismes, des techniques de marquage isotopique ont été utilisées en couplage avec la biologie
moléculaire (technique stable isotope probing). De cette facon, la dynamique des groupes microbiens

fonctionnels suite a 'action de leviers environnementaux a pu étre caractérisée.

Ce manuscrit débute par une synthese bibliographique dont l'objectif est d’introduire les différentes
notions clés et éléments de contexte qui ont noutrti la réflexion associée au choix et a la délimitation du

sujet. Elle présente des données factuelles sur la gestion des bioprocédés, les outils de biologie

! Dans les pays développés, entre 40 et 70% des déchets contiennent des matiéres cellulosiques. La cellulose représente
80% du potentiel de production de biogaz a partir des déchets ménagers.
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moléculaire disponibles ainsi que la démarche d’ingénierie écologique afin de mettre en perspective les
éléments qui ont guidé la définition et la construction de la problématique et des objectifs
expérimentaux de ce travail de doctorat. Ces derniers sont présentés a la suite de cette synthese. Dans la
suite du manuscrit, plusieurs chapitres détaillent les résultats obtenus apres application de différents
types de leviers environnementaux a des digesteurs de cellulose. A la fois des leviers physico-chimiques
et écologiques ont été utilisés. Un chapitre est consacré a I'influence de changements brutaux de la
température d’incubation, un deuxieme a l'effet d’une préadaptation des flores microbiennes avec des
substrats simples avant leur mise en présence de cellulose et un troisicme est consacré aux
conséquences d’une co-inoculation de biomasses exogenes au sein dun digesteur de cellulose. Les
développements méthodologiques réalisés pour constituer des systemes expérimentaux adaptés a cette
¢tude sont également présentés. A partir de ces observations, la perspective d’une ingénierie écologique

des écosystemes méthanogenes est ensuite discutée.

11



Introduction

12



— Synthese bibliographique
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Le travail réalisé se situe au carrefour de différents domaines disciplinaires. Des problématiques de
société (gestion durable des déchets, production d’énergie renouvelable, etc.) et des disciplines
scientifiques diverses (écologie microbienne, ingénierie écologique, biologie moléculaire, etc.) y sont
mélées. Pour mettre en perspective ce travail, cette synthése présentera tout d’abord les enjeux de la
gestion et du traitement des déchets dans un contexte global, mais aussi les questions encore en
suspens. Nous verrons ensuite comment les développements récents de la biologie moléculaire
fournissent des outils pour aller plus loin dans I’étude et la compréhension des écosystémes microbiens.
Ceux-ci ont notamment permis d’étendre les connaissances sur la microbiologie de la digestion
anaérobie et nous en ferons un bilan. Enfin, les derniéres parties présenteront I'ingénierie écologique,
son adaptation a I’échelle microbienne et les changements qu’elle pourra apporter dans la gestion des
écosystemes microbiens. Ces notions seront illustrées dans le cadre de la gestion des bioprocédés de
dégradation des déchets ligno-cellulosiques. Des outils a utiliser ou a développer pour parvenir a un

controle optimisé des systémes microbiens seront également présentés.

1. Gestion des déchets et des bioprocédés : problématiques et

enjeux
1.1. Les déchets ménagers en France

1.1.1. Production et traitement

Evolution de la production
d’ordures ménagéres entre 1960 et 2006*
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Figure 1 : Progression de la production de déchets en provenance stricte des ménages entre 1960 et 2006.
(ADEME 2009, Les déchets en chiffres) (1)

Longtemps les hommes ont eu le sens de la rareté, de la limite de leurs ressources par rapport a
l'ampleur de leurs besoins. Tout ce qui était disponible devait étre utilisé, rien — ou presque — ne pouvait
étre jeté. Le Moyen-Age voyant le développement des villes voit également les premiéres accumulations
d'immondices dans les rues, qui conduiront quelques siécles plus tard Francois 1 a créer a Paris le

premier panier a ordure ainsi qu'une taxe de ramassage en 1531. Les paniers a ordure seront rendus
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obligatoires par le préfet Poubelle en 1883. Aujourd'hui, méme si les rues parisiennes ont été assainies,
une définition moderne des déchets issue de la Directive européenne du 5 avril 2006 nous rappelle que
I’élimination de « toute substance ou tout objet [...] dont son détenteur se défait ou dont il a I'intention
ou lobligation de se défaire » (Ditrective 2006/12/CE) est toujours au cceur des préoccupations, celles-
ci nayant cessé de croitre, en particulier au cours de la deuxiéme moitié du XX siecle. En effet,
l'évolution des modes de vie et des habitudes alimentaires conjuguée a la croissance démographique a
eu une forte incidence sur la quantité de déchets produits quotidiennement. Bien que I'on constate une
stabilisation depuis 2000, la production des déchets des ménages a plus que doublé en France en

40 ans. ((7), Figure 1). Chaque habitant produit environ un kilogramme de déchets chaque jour.

Les déchets non dangereux (DND) (voir encadré ci-apres) représentent aujourd’hui un flux tres
important a gérer, d'environ 50 millions de tonnes annuelles. Quatre filicres principales d’élimination
ont été développées en France pour faire face a ce flux: le tri pour recyclage, les traitements
biologiques, les traitements thermiques et le stockage. Les centres de tri, au coeur du processus devant
aboutir a une meilleure valorisation des déchets recyclables, ont absorbé 15,4% des DND en 2008. Les
traitements biologiques, réalisés soit en présence d’oxygene pour le compostage, soit en I'absence
d’oxygene pour la méthanisation, ont permis d’éliminer 11,3% des DND. Les traitements thermiques,
dont le principal est I'incinération avec exces d’air, ont quant a eux traité 28,8% des DND. Enfin, et
malgré le développement concomitant de ces trois techniques, le recours au stockage reste nécessaire
pour faire face au flux de déchets. Ainsi, chaque année, 22,2 millions de tonnes, soit 44,5% des DND

bruts sont éliminés en centres de stockage de déchets (CSD).

En particulier, la répartition entre les différents types de traitement pour les déchets collectés par le
service public (tous les DND ne sont pas collectés par le service public, certains étant recueillis par

apport volontaire) présente la méme tendance, avec un recours important au stockage (Figure 2).

Incinération sans valorisation Stockage ISDI 1,64 Mt
énergétique o,51 Mt

b Valorisation

X matiére 7,63 Mt

Stockage ISDND
11,80 Mt

Gestion
biologique 5,16 Mt

Incinération avec valorisation
énergétique 11,04 Mt

Figure 2 : Modes de traitement des 37,8 millions de tonnes de déchets collectés par le service public.
(ADEME, Enquéte collecte 2007) (2)

Les centres de stockage sont donc un maillon tres important de la gestion globale des déchets, avec 312

sites en activité en France en 2007. La tendance est la méme au niveau international ou le stockage reste
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le mode de gestion privilégié des déchets, notamment parce qu'il est le moins couteux. — Rappelons par
aillenrs que des filieres comme lincinération on la valorisation de la matiere organique nécessitent, en complément, des
Stockages pour les résidus qu’elles produisent. Les centres de stockage des déchets représentent donc ['nltime maillon
indispensable a toute méthode de traitement — C'est pourquoi des efforts importants ont été réalisés dans leur
aménagement. Les anciennes décharges, peu respectueuses de 'environnement et non controlées, ont
été remplacées par des installations de stockage des déchets non dangereux (ISDND) soumises a de
fortes contraintes réglementaires. Elles permettent une meilleure gestion des risques environnementaux

associés.

Déchets Non Dangereux

Les déchets non dangereux sont constitués des ordures ménageres et des déchets provenant des
entreprises industrielles, artisans, commercants, écoles, services publics, hopitaux, services tertiaires, qui
sont collectés dans les mémes conditions que les ordures ménageres (Tableau 1). Cette définition
inclue les encombrants en provenance des collectes spécifiques, les déchets verts, les déchets du

nettoiement, les boues de station d’épuration et divers matériaux recyclables.

Tableau 1 : La production francaise de déchets non dangereux.
(source ADEME — IFEN 2009) (2)

Déchets des collectivités Déchets des ménages Déchets banals des entreprises

14Mt 31Mt 84Mt

Déchets du nettoiement

4Mt
; ( ) ) Encor}nbrants Ordures . . Déchets traités
Déchets issus de et déchets , . Déchets collectés
, . ménageres (sens en collectes
I’assainissement collectif verts des . avec les ordures o
) strict) RS privées
(O9My) ménages (20M1) ménageres (5Mt) (79M)
t t
Déchets verts des (11My)

collectivités (1Mt)

~_~

Déchets non dangereux 50 Mt

1.1.2.Vers une optimisation nécessaire des systéemes d’élimination
des déchets
Malgré un meilleur contréle du devenir des déchets et le développement du tri sélectif, il reste difficile

de faire face a une production toujours tres importante. Les exutoires actuels s’épuisent ou sont

saturés. ['ouverture de nouveaux sites conventionnels (incinérateurs ou ISDND) n'est pas aisée du fait
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des impacts environnementaux et des problémes d’acceptabilité sociétale (forte opposition des
NIMBY?). 1l faut donc essayer de résoudre le probléme autrement qu'en multipliant les structures
existantes. Aucune solution de remplacement n’étant pour le moment économiquement envisageable

pour éliminer les déchets, on cherche plutot a optimiser les techniques déja utilisées.

Cecli passe notamment par I'accélération des processus de dégradation au sein des ISDND. Celles-ci
peuvent étre considérées comme des réacteurs complexes formés par les différentes couches de
déchets en cours de dégradation, et animés de flux de liquides et de gaz appelés le lixiviat (liquide
résiduel provenant de la percolation de I'eau a travers les déchets) et le biogaz (effluent gazeux constitué
majoritairement de CO, et CH,) (Figure 3). Une nouvelle approche de la conception et de la gestion de
ces réacteurs est en marche depuis une vingtaine d’années dans différents pays (Etats-Unis, Angleterre,
Australie, Chine...) (3-4). Il s’agit du concept de « bioréacteur » ou stockage bioactif, visant d’'une
part a considérer les déchets comme une ressource énergétique capable de se substituer a des énergies
fossiles (la dégradation naturelle des déchets produit du biogaz considéré comme une source d’énergie
renouvelable dans la Directive 2001/77/CE du 27 septembre 2001) et d’autre part a essayer de mieux
maitriser les processus microbiologiques d’évolution des déchets biodégradables dans une installation

de stockage.

wesem  Récupération du lixiviat
wwssm  Récupération du biogaz

Traitement
du lixiviat

d’énergie
a partir
du biogaz

Figure 3 : Schéma d’une installation de stockage de déchets non dangereux.
Adapté de http://www.wm.com/WM/environmental/Bioreactor/bioreactorbrochure.pdf.

En effet, ces processus de dégradation conditionnent I’évolution des massifs de stockage de déchets
dans le temps. L'efficacité de la dégradation a ainsi une influence directe sur les vitesses de tassement et
de stabilisation des déchets. Elle conditionne également la vitesse d'élimination de la charge polluante.
Son optimisation permettra donc de réduire les impacts environnementaux des filieres de traitement par
enfouissement, et aussi de faciliter la gestion des ISDND en permettant d’envisager une réduction des
durées de post-exploitation’. Les systémes (d’étanchéité ou de drainage par exemple) pourront n’étre

sollicités que pendant la période ou leur efficacité est optimale (5). L’espace libéré par les déchets

2 L'acronyme NIMBY (Not In My Back Yard ) s'applique a une association ou une mobilisation qui s'éleve contre un projet d'infrastructure, ou contre une infrastructure existante
dégradant la qualité de vie d'un quartier, sans nier I'utilité intrinseque de celle-ci, mais en contestant son implantation et les troubles qu'elle crée ou créera dans le voisinage.

3 Une ISDND continue d'évoluer bien aprés qu'on ait arrété d'y apporter des déchets. Elle doit faire I'objet d'un suivi rigoureux (contrdle de la qualité et quantité du lixiviat et biogaz
produits, controle de I'étanchéité du systeme, vérification de I'absence de pollution aux abords du site, etc.). Ce suivi, réalisé par I'exploitant, permet de s'assurer que I'évolution de

I'installation est correcte et n‘a pas d'impact sur I'environnement. Il a pour nom post-exploitation.
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dégradés (vide de fouille) pourra également étre utilisé pour apporter d’autres déchets sans devoir faire

appel a une autre installation.

Traditionnellement, le concept de bioréacteur implique une valorisation des biogaz produits ainsi
qu’une recirculation des lixiviats au sein des ISDND afin d’obtenir une teneur en eau la plus homogene

possible au sein du massif des déchets pour augmenter Pefficacité de la biodégradation”.

Une autre voie de traitement tend également a se développer, il s’agit de la méthanisation « hors-sol »
des déchets. Elle consiste en une dégradation biologique controlée des déchets dans des réacteurs hors-
sol en conditions anaérobies. Elle permet d’obtenir en fin de traitement un digestat stabilisé dont la
charge polluante a été minimisée, tout en produisant du biogaz, énergie renouvelable. Ce digestat, de
volume moindre que les déchets de départ, peut alors étre enfoui ou encore faire 'objet d’un retour au
sol apres compostage. La méthanisation hors-sol constitue en ce sens une filiere de prétraitement des
déchets, qui permet de réduire la quantité de déchets biodégradables placés en centre de stockage afin
de satisfaire aux exigences imposées par la législation européenne tout en valorisant les déchets sous
forme de biogaz. Cette technique s’applique a la dégradation de la plupart des déchets organiques. Elle
est encore assez peu développée en France pour le traitement des DND mais I’est beaucoup plus pour
le traitement des boues dépurations, des effluents d’élevage, des résidus de Iindustrie
agroalimentaire... Pour pouvoir I'appliquer plus facilement aux DND, et gagner en efficacité, des

optimisations sont nécessaires.

Je me suis intéressé au cours de ce travail de thése aux processus biologiques qui se déroulent dans ces

deux filieres en utilisant des systemes expérimentaux modeles.

1.1.3.Des perspectives énergétiques fortes

A T'heure ou l'on cherche de plus en plus a faire du déchet une ressource, les potentialités énergétiques
des déchets doivent étre prises en compte autant que possible, notamment la valorisation du biogaz issu
de la biodégradation des déchets. Ia prise de conscience du fait que le biogaz recueilli en sortie des
procédés de biodégradation des déchets doit étre collecté et ne peut pas étre rejeté dans le milieu
naturel sans traitement a été rapide. En effet, outre le fait quil peut étre responsable de nuisances
olfactives importantes, le biogaz est constitué en grande partie de dioxyde de carbone et de méthane,
gaz a effet de serre. La solution retenue pour la plupart du biogaz produit en ISDND était donc une
destruction en torchere. Face a 'enjeu énergétique important de la production de méthane, d’autres
solutions sont cependant préférées aujourd'hui, a 'image de celles utilisées pour valoriser le biogaz issu

de la méthanisation hors-sol.

En effet, le méthane, constituant important du biogaz, peut étre valorisé énergétiquement de
différentes maniceres (production d’électricité apres combustion dans un moteur thermique ou dans des
turbines a gaz, production de chaleur aprés combustion dans une chaudiere, etc.). Cependant, pour que
la valorisation soit économiquement et techniquement possible, il faut obtenir des quantités régulieres
et suffisantes de gaz. Cela est difficile dans les ISDND conventionnelles ou les productions sont assez

faibles et tres étalées dans le temps, et ou une grande partie du gaz est brilée en torcheres (Figure 4).

4 On parle également de bioréacteur aérobie dans le cas d’aération in situ.
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biogaz (GWh)

valorisé non valorsé (torché)

Total méthanisation (GWh) B captage du biogaz d’ISDND (GWh)

Figure 4 : Quantités de biogaz valorisées et torcheées en 2008 par les unités de methanisation et les ISDND.
(Source enquéte Ernst & Young 2009 et Sinoe)
Dans un contexte de promotion des énergies renouvelables sans effet de serre, il parait donc
indispensable de trouver des solutions pour permettre la valorisation du biogaz de décharge. Méme si
celle-ci est encore assez anecdotique dans le paysage francais, 'enjeu énergétique est tres important. Le
biogaz constitue une source d’énergie renouvelable pour la production d’électricité au niveau
national. Avec une production brute estimée a environ 3682 tonnes équivalent-pétrole d’ici 2020 (6), le
biogaz devient une ressource énergétique incontournable. De nombreux secteurs y contribuent (Figure
5). Les politiques énergétiques engagées — notamment 'augmentation des prix de rachat de Iélectricité
produite a partir de biogaz ainsi que 'engagement des états membres de I’'Europe a produire 20 % de
Iénergie a partir d’énergies renouvelables d’ici 2020 dont 10% dans les transports («Paquet Energie
Climaty, décembre 2008) — devraient également inciter au développement de la méthanisation, dans

Pensemble des secteurs concernés.
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Figure 5 : Production moyenne de biogaz et nombre de site de production en France, par secteur.
(Source enquéte Ernst & Young 2009)
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1.2. Composition des déchets non dangereux : la cellulose, une

moleécule clé

On trouve une tres grande variété de matériaux dans les déchets ménagers, ce qui en fait un milieu a la
fois hétérogene et complexe. Leur composition est variable selon le pays, le site, la période de I'année
ou encore le type d'habitat. Des campagnes nationales de caractérisation sont réalisées régulicrement ;
elles prennent en compte I'hétérogénéité et la variabilité de la composition des déchets ainsi que son
caractére évolutif. Ainsi la procédure MODECOM™ a été développée par 'ADEME en 1993 (Ademe,
1993 (7)) pour obtenir une évaluation moyenne de la composition des déchets. Les résultats de la
derniere enquéte, publiée en 2009, font référence a 'année 2007. Les grandes catégories identifiées sont
les déchets putrescibles (32,1 %), les papiers-cartons (21,5 %), le verre (12,7 %), les plastiques (11,2 %),
les textiles (10,6 %, dont les textiles sanitaires), les métaux (3 %) et divers matériaux composites ou non
classés (8,9 %) (Figure 06).
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Les éléments fins (12% du total) sont composés a 60% de putrescibles, 13% de verre et 19% d’incombustibles

Figure 6 : Composition moyenne nationale des ordures ménageres.
(Ademe 2009 (1))

Retrouvés dans plusieurs de ces catégories, mais également dans les autres types de déchets traités par le
service public, la cellulose et ses dérivés jouent un réle clé dans la filiere de traitement des déchets non
dangereux. Du fait de la complexité de leur dégradation il est essentiel d’en comprendre les

mécanismes :

e La cellulose et ses dérivés sont présents en quantités trés importantes dans les déchets, sous des
formes tres diverses. La fraction papier-carton des ordures ménageres représente ainsi a elle
seule 21,5 % des volumes d'ordures ménageres traités. S’y ajoutent les déchets putrescibles, les

déchets issus de l'assainissement et du nettoiement, les déchets verts, etc. Au total, plus de deux
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tiers (en masse) des déchets amenés en centre de stockage contiennent de la cellulose ou un de

ses dérivés.

e Pres de 80 % du potentiel d'émission de biogaz d'un déchet ménager de composition moyenne
est da a la cellulose et a ses dérivés (8). Ces matériaux ont donc une influence trés grande sur les
cinétiques de méthanisation et sur la production de biogaz. Ce sont eux qui gouvernent

'avancée des processus de dégradation au sein des centres de stockage.

e Par ailleurs, c’est la dégradation de la part ligno-cellulosique des déchets qui limite
cinétiquement les processus de stabilisation. Le taux de dégradation de cette fraction constitue
donc un bon indicateur de I’évolution d’un massif de déchets ménagers. Il permet d’avoir une

idée précise de I’avancée des processus.

A travers ces quelques points, il apparait que la cellulose et ses dérivés sont des composés
incontournables lorsqu’il est question de processus de dégradation ou de méthanisation. La
compréhension des mécanismes impliqués a ce niveau est primordiale pour optimiser les bioprocédés,
en particulier la dégradation des déchets en centre de stockage ou en cellule de méthanisation. Enfin,
rappelons que la cellulose est l'un des principaux polysaccharides constitutifs des végétaux. Clest le
biopolymere le plus abondant de la biosphere et il correspond a une fraction importante de la matiere
organique synthétisée chaque année par des processus photosynthétiques. L’énergie produite a partir
des maticres cellulosiques est donc renouvelable puisque ces composés sont produits par

photosynthese (9).

Pour ces différentes raisons, j’ai choisi de centrer le travail de la thése sur la dégradation de la cellulose,
de certains dérivés plus complexes (foin) et de certains sous-produits de sa dégradation (glucose, acide
acétique, acide propionique, acide butyrique, cellobiose, etc.). La réflexion autour de ces substrats clés
nous permettra de simplifier les dispositifs expérimentaux tout en étant bien représentatif des situations

réelles.

1.3. La dégradation des déchets: des bioprocédés et des

microorganismes en action
1.3.1.Bioprocédés

Si l'on se réfere a la définition la plus largement admise dans le domaine des biotechnologies, les
bioprocédés recouvrent toutes les mises en ceuvre de systemes vivants, de leurs cellules ou de leurs
constituants, dans le but de produire des biens ou des services. En particulier un bioprocédé peut
utiliser la capacité d'organismes vivants a réaliser une transformation physique ou chimique d’un
produit. Les exemples de bioprocédés sont nombreux : agroalimentaires par exemple utilisant des
terments lactiques (Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus thermophilus) pour la fabrication de produits laitiers
(yaourts, etc.) ou encore bioprocédés énergétiques comme la fabrication de bioéthanol par fermentation

avec des levures du genre Saccharomyees, etc.
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Dans ce vaste ensemble, on peut distinguer une catégorie particulicre de bioprocédés dont le but serait
d'éliminer, de purifier, de valoriser ou encore de réutiliser des résidus de I'activité humaine contenant de
la matiere organique dégradable, en maitrisant les risques sanitaires, industriels et environnementaux
associés. Les bioprocédés de traitement des eaux usées, ou le compostage des déchets verts peuvent
étre cités comme exemples. Nous allons voir pourquoi les processus de dégradation des DND en
ISDND ou en cellules de méthanisation peuvent étre considérés comme deux autres exemples de ce

type de bioprocédés.
1.3.2. Le devenir des déchets ménagers...
1.3.2.1. ... en centre de stockage

Au moment de leur enfouissement les DND contiennent environ 54 % de maticre organique
biodégradable (70). Des processus biologiques de dégradation vont donc avoir lieu. Ils sont réalisés par
des microorganismes qui convertissent les matieres biodégradables en composés gazeux, le biogaz, ou

dissous dans la phase liquide, le lixiviat.

Deux phases principales peuvent étre mises en évidence. Une premicre étape de dégradation a lieu en
présence d’oxygene. C'est la dégradation aérobie, réalisée par des microbes aérobies. Cette étape est
relativement courte (généralement quelques semaines). En effet, seules les couches supérieures de
déchets (jusqu’a 2 metres de profondeur) qui viennent juste d’étre entreposées ont une teneur en
oxygene suffisante pour le déroulement de cette premicre phase. Lorsque tout 'oxygene disponible a
été consommé, il y a développement d’'une population de microorganismes anaérobies qui vont
poursuivre la transformation et la dégradation des déchets. Cette dégradation est beaucoup plus longue,
de l'ordre de plusieurs décennies. C'est sur cette seconde étape qu'il faut concentrer les efforts pour

l'optimiser et la raccourcir.

Au cours de ces processus, la dégradation par les microorganismes entrainera la conversion et
I'élimination d'une grande partie de la maticre organique contenue dans les déchets sous forme de

méthane valorisable.

1.3.2.2. ... en méthaniseur

Le devenir des déchets en cellules de méthanisation est voisin de celui observé en centre de stockage. 11
s’agit d’une transformation des déchets par des microorganismes anaérobies, mais dont la durée est
beaucoup plus courte, du fait d’une échelle plus petite des installations, du controle plus aisé des
parametres opératoires du procédé, et d'une meilleure homogénéisation des systemes. Apres ce

traitement, les déchets étant stabilisés, ils peuvent étre enfouis. Ils n’évolueront alors que tres peu.

Cependant, dans ces deux bioprocédés, les processus et mécanismes mis en jeu sont mal connus. Ils
impliquent une succession de microorganismes trés variés ct agissant en forte interaction dans des
milieux tres complexes. L’identification de ces microorganismes, 'ordre de leur succession et leur
fonction dans la dégradation des déchets n’étaient jusqu’a présent pas clairs, notamment en raison de

limitations méthodologiques.
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1.4. Controle et connaissance des bioprocédés : une gestion a

l'échelle macroscopique, sous forme de boite noire

Longtemps l'ingénierie des bioprocédés d'épuration a di se contenter d'expérimenter ou d'optimiser les
techniques sans avoir acces a la compréhension du compartiment microbien. Son travail consistait a
ajuster les paramectres de contrdle, les flux entrants, le dimensionnement des installations, et a en
observer les conséquences sur les flux sortants. Le bioprocédé était une sorte de boite noire dont on
¢tudiait la réaction face a des changements de conditions « expérimentales » ou « environnementales ».
Les conséquences des modifications de ces conditions pouvaient essentiellement étre observées au
travers du bilan opérationnel du procédé, sans pouvoir faire le lien avec les modifications du
« fonctionnement interne » de cette boite noire, faute de pouvoir comprendre les mécanismes
chimiques et biologiques internes au procédé. Le role précis des microorganismes et les effets des
modifications de parameétres sur leur fonctionnement n’étaient en effet pas accessibles faute de moyens

techniques suffisants.

Etant donné ces inconnues, les premiers développements et optimisations des bioprocédés ont eu lieu,
par taitonnement, en modifiant des parametres et en observant les conséquences sur le travail du
bioprocédé. Cependant, Horton soulignait en 1981 que les dysfonctionnements de digesteurs
anaérobies étaient importants et le plus souvent dus a des erreurs de conception résultant d’une
mauvaise connaissance des parameétres primordiaux pour la bonne marche dun bioprocédé (77).
Quelques années plus tard, en 1989, Moletta rapportait que les bioprocédés n’étaient pas encore bien
maitrisés, méme si des travaux sur la digestion anaérobie réalisés depuis une quinzaine d’années avaient
permis d’identifier la nature des parametres a controler pour surveiller I’écosysteme ainsi que les plages
de valeurs a respecter pour que le processus fonctionne bien (72). Les parameétres pris en compte
¢taient alors classés en deux types : ceux qui vérifiaient que les conditions imposées de fonctionnement
¢talent bien réalisées (comme les débits de liquide, la température, la concentration en demande
chimique en oxygene (DCO) de lalimentation, la teneur en matieres en suspension de l'effluent
d'alimentation) et ceux qui permettaient de surveiller I'état d'équilibre de I'écosystéme microbien (le pH,
la teneur en H, dans les gaz, la concentration en acides gras volatiles, etc.). La solution de gestion
préconisée, lorsqu'un procédé avait été choisi et des conditions de fonctionnement établies, était alors
de controler « assez souvent les valeurs des différents parametres pour s'assurer qu'ils restaient dans une
gamme de valeurs acceptables afin de ne pas modifier les réponses cinétiques de I'écosystéme microbien
et maintenir un systeme stable » (72). Malgré tout, Moletta précisait que la méconnaissance des
processus de digestion anaérobie avait conduit a des incidents de fonctionnement qui avaient induit une

méfiance vis-a-vis du processus et méme une résistance a son implantation.

Méme si ces premiers taitonnements empiriques ont permis d’établir de grandes régles sur la conduite
des bioprocédés, celles-ci ne sont pas suffisantes pour rentrer plus en détail dans le contrdle des
bioprocédés ou pour comprendre les conséquences diverses auxquelles peut aboutir une méme
modification de parametre. Par exemple, Taconi (73) et Brummeler (74) rapportent des pH optimaux
de dégradation des acides gras volatils différents et des rendements de conversion en biogaz différents.

Les travaux d’optimisation n’en sont donc qu’a leur début.
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Les premicres tentatives de gestion des bioprocédés ouvrent la voie a I'ingénierie écologique, mais sans
comprendre les conséquences exactes des parameétres opératoires sur les acteurs clés des bioprocédés :
les microorganismes. Pour pouvoir proposer des solutions optimisées de valorisation et de traitement
des déchets, il est nécessaire de pénétrer au ceeur de la « boite noire ». Des communautés microbiennes
mal connues y jouent un réle essentiel. Il faut mieux les caractériser. La compréhension de leur mode
d’action permettra d’optimiser leurs compétences, et d’améliorer l'ensemble des processus de

biodégradation.

1.5. Vers la connaissance des acteurs des bioprocédés: les

microorganismes

1.5.1.Une premiere acquisition de connaissances partielle et biaisée

La découverte, a la fin du XIX*™ siécle, de la possibilité de cultiver en laboratoire des souches pures de
microorganismes a permis a la biologie microbienne de se développer tres rapidement. Malgré cela, les
recherches sur les microorganismes des écosystemes de l'environnement ont évolué plus lentement. En
effet, les premieres tentatives en microbiologie de I'environnement s’appuyaient sur les techniques
culturales classiques, donc reposant sur l'isolement de cultures pures, qui avaient fait leurs preuves dans
d'autres domaines. L'étude des écosystémes microbiens complexes se limitait donc a la seule étude de la
fraction cultivable des microorganismes. Or, nous savons désormais que seule une tres faible fraction
des microorganismes de l'environnement (y compris ceux impliqués dans les bioprocédés de
dégradation des déchets) est cultivée (0,1 a 10%, (75)). Cette fraction est non seulement de faible
importance, mais est également peu représentative de la diversité microbienne (76). En effet, certaines
familles de microorganismes ne comportent qu'une faible quantité de cultivés. Cette contrainte
méthodologique a longtemps freiné les avancées dans l'étude des communautés microbiennes

complexes présentes dans 'environnement.

Watson-Craik et Jones (77) firent en 1995 un état des lieux des différents systemes d’études et
d’observation des écosystemes microbiens complexes des installations de stockage de déchets :
systemes « batch » dans des flacons a sérum, systemes « continus » mis en place dans des colonnes de
déchets ou encore modeles plus simples avec un substrat unique. Malgré le développement de ces
systemes de laboratoire reproductibles, faciles a controler et performants, les auteurs signalaient qu'on
ne savait que peu de chose sur le métabolisme, la nature ou méme la provenance des microorganismes
anaérobies responsables de la dégradation des déchets. Les résultats disponibles reposaient sur des
isolements en monoculture, mais n’impliquaient pas par exemple que les microorganismes présents
dans les centres de stockage fussent actifs dans la dégradation. Afin d’aller plus loin dans la
compréhension et Iétude de ces systemes, des travaux sur des observations morphologiques
d’échantillons complexes avaient été réalisés, notamment pour identifier effet de changements de
parametres sur la répartition des différentes communautés de microorganismes. Watson-Craik et Jones
faisaient alors référence a 35 types de cellules identifiées de cette fagon, donc morphologiquement
différentes. Ce chiffre, qui nous parait tres faible a 'échelle des connaissances actuelles sur la diversité

microbienne, souligne a quel point les avancées dans la connaissance des microorganismes se sont faites
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pas a pas, d’autant plus que I'identification morphologique d’un microorganisme ne préjuge en rien de

sa fonction dans le systeme.

Cette limitation de la connaissance de notre biosphere n'est plus de mise depuis quelques années. En
effet, la biologie moléculaite avec notamment l'approche ARN a fait voler en éclat les barrieres
méthodologiques associées aux méthodes basées sur la culture, ouvrant la voie a la description du

contenu microbien de la «boite noirey.

1.5.2. L’arrivée des techniques moléculaires

L'écologie microbienne prend une nouvelle dimension a partir du début des années 90 avec arrivée des
techniques moléculaires s'appuyant sur les séquences d'ARN ribosomaux. Ainsi, depuis une vingtaine
d’années, de nouvelles techniques ont été développées, en regroupant différents outils moléculaires afin
d'étudier la diversité et I'écologie des populations microbiennes sans passer par l'intermédiaire de
lisolement en boites de pétri. Toutes ces techniques, fondées sur l'identification génétique des
microorganismes composant le milieu, reposent en grande partie sur les propriétés de la molécule
d'ARN ribosomique et permettent d'analyser des échantillons complexes et naturels directement.
I”ARN ribosomique est une molécule tres conservée chez tous les organismes, et sa séquence fournit
une carte d’identit¢é moléculaire permettant d'identifier des microorganismes. Cette découverte a
considérablement étendu notre vision de la diversité microbienne dans la quasi-totalité des écosystemes
et permet d'élargir considérablement le champ des possibilités d'étude dans un environnement

complexe comme nous le verrons dans la partie 2.

Ces développements ouvrent donc la voie a une meilleure connaissance des microorganismes, acteurs
clés de la dégradation. On peut identifier et caractériser génétiquement I'ensemble des groupes
d’individus présents dans un échantillon. Il devient alors possible dans le cas d'un bioprocédé d’associer
les processus physico-chimiques observés (variation de pH, production de gaz...) a la présence d’un

groupe de microorganismes.

1.5.3. Intégration de la composante microbienne dans I’étude des

bioprocédés

Apres une premicre phase d’appropriation des outils par la communauté scientifique, des travaux de
caractérisation des écosystémes microbiens non cultivables ont pu étre réalisés. Ces travaux se sont
surtout placés dans une perspective « naturaliste » d’observation et de description. Ils ont conduit a un
foisonnement d’informations nouvelles qui ont pu paraitre contradictoires entre elles (78-79). — « There
is an epoch in the growth of a science during which facts accumulate faster than theories can
accommodate them » Sir Peter Medawar, 1982. Aujourd’hui, on commence a prendre du recul par
rapport a cette phase d’acquisition de connaissances. Des théories écologiques spécifiques aux
communautés microbiennes complexes se développent et permettent de mieux appréhender les
données de I’écologie microbienne moléculaire (20). Ces concepts renouvellent notre compréhension
de ces systemes et permettent de réinterpréter les résultats obtenus sous un angle nouveau. On

progresse de plus en plus rapidement.
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Parallelement a ce travail de description et de conceptualisation, il est désormais temps de mettre en
mouvement ces connaissances dans un objectif de recherche appliquée (27-22). Les perspectives
ouvertes sont tres larges, mais également trés ambitieuses. Voyons comment les techniques de biologie
moléculaire donnent aujourd'hui acces a ces données nouvelles et a une meilleure connaissance des

acteurs clés de la biodégradation : les microorganismes.

2. La biologie moléculaire au service de la description des

bioprocédés

2.1. Comment décrire et étudier un écosysteme microbien

complexe ?
2.1.1. De la nécessité d'étudier les systemes dans leur ensemble

Pendant longtemps les travaux sur la biosphere n’ont en général pas pris en compte les
microorganismes mais uniquement les organismes de grandes tailles. Parmi eux les insectes comptaient
le plus d’especes différentes, avec un nombre total grossicrement estimé. Cependant, en se penchant
d’un peu plus pres sur un de ces insectes, on s’apercoit qu’il contient des centaines de milliers d’especes
de microorganismes distinctes (78). De méme, une poignée de sol contient des milliards de
microorganismes de types tellement variés que leur nombre total n’est absolument pas connu. Les
microorganismes interviennent dans des organisations complexes, au sein de chaines trophiques, en
interactions, syntrophie ou concurrence, de manicre interdépendante ou compétitive, et sont
indispensables au fonctionnement global des écosystemes macroscopiques. Pour comprendre le
fonctionnement de la biosphere, il est important, voire essentiel, d’entreprendre une démarche globale
de connaissance de ces microorganismes. (23). Bien sar, malgré les possibilités de séquencage massif,
un catalogue complet de toutes les especes serait tres fastidieux et pas forcément utile, mais des études
représentatives sont nécessaires. Cependant, on ne peut pas se contenter d’étudier quelques
microorganismes pris au hasard, il faut tenir compte de la diversité dans laquelle ils s’insérent, diversité
qui est nécessaire pour le bon fonctionnement de Iécosysteme. Ceci impose de trouver des moyens
d’étudier de maniere étendue les acteurs d’un écosystéme microbien et impose également de considérer
les phénomenes biogéochimiques qui se déroulent au sein d’un écosysteme de manicre globale et
intégrée. Pour y parvenir des techniques spécifiques ont été développées au cours des dernicres années.

Elles font appel pour les procaryotes a ’ARN ribosomique 168S.

2.1.2. Le 16S, un marqueur moléculaire universel

L'accumulation de mutations au sein des génomes constitue une information cruciale dans I’histoire des
espéces et un bon indicateur de I’évolution d’une espece par rapport aux autres. En effet, plus les
especes ont évolué les unes par rapport aux autres, plus le nombre de mutations est important. On peut
ainsi imaginer comparer entre elles des régions homologues du génome de différentes especes afin de

mesurer leurs différences dans le but de reconstruire leur phylogénie par parenté génétique.
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Dans cette idée, Woese ¢f al. se sont intéressés a la fin des années 1970 a la petite sous-unité de 'ARNr
16S (ARN ribosomaux 16S) chez les procaryotes (24). Cet élément constitutif du ribosome est depuis
devenu la clé de votte de I'étude des écosystemes microbiens. L’idée brillante de Woese ef al. a été
d'utiliser I' ARNr 16S comme un outil de classification taxonomique pour les procaryotes (Figure 7).
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Figure 7 : Structure secondaire d’une molécule d’ARN 16S.
(d'apreés bioinfo.ugam.ca)
Voyons quelles sont les raisons du succes de cette méthode. Elles reposent sur les caractéristiques de la
molécule d’ARNr 16S en regard de I'évolution des especes. Voici une liste non exhaustive de ses

principaux avantages :

e La molécule d'ARN ribosomique est présente de fagon universelle chez les microorganismes et

sa fonction est hautement conservée
e De plus elle est présente en grande abondance dans les cellules

e On peut facilement la séquencer, elle est de longueur suffisante et ses séquences sont facilement

comparables

e Certaines zones de la molécule sont hautement conservées et d'autres au contraire trés variables

Cette derniere caractéristique permet une identification précise des séquences et constitue une véritable
carte d'identité ou signature moléculaire d'un groupe bactérien donné (24). Grace a cet outil, Woese
a démontré en 1987, sur la base de séquences d'ADN codant pour 'ARN 16S, que les étres vivants
étaient divisés en trois grands domaines (Eubacteria, Archaea, Eukarya, voir Figure 8) en abandonnant

ainsi la dichotomie classique du monde vivant entre Procaryotes et Eucaryotes.
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Figure 8 : Arbre phylogénétique basé sur I’analyse comparative des génes ARNT.
Cet arbre montre la séparation des bactéries, des archées et des eucaryotes (d'apreés bioinfo.ugam.ca).

Par lintermédiaire de PARNr 16§, la biologie moléculaite donne acces a de l'information sur les
microorganismes sans devoir recourir a des techniques d'isolement et de culture. Ceci élargit
considérablement les possibilités d'études et ouvre la voie a une meilleure compréhension et
connaissance des microorganismes. On peut désormais identifier génétiquement et caractériser tous les
groupes d'individus présents dans un échantillon. Il est donc possible d'associer un processus
physicochimique observé et la présence de microorganismes, permettant une premicre étape dans la
construction du lien entre identité et fonction. Voyons quelques-unes des techniques développées

autour de cette approche.

2.2, Observation des écosystemes microbiens, des communautés

aux individus

Différents types de techniques ont été développés autour de I'approche 16S, permettant d’accéder a
différents niveaux d’information sur les communautés microbiennes complexes. Certaines permettent
une approche globale de I’écosysteme, donnant des informations sur les dynamiques d’évolution et de
modification de la diversité des microorganismes. D’autres permettent d’identifier précisément les
microorganismes présents dans le systeme étudié ou encore daller observer directement des

microorganismes d’intérét.
2.2.1. Evolution des communautés et dynamiques de population

Les écosystemes microbiens complexes sont constitués d'une diversité importante d'individus
interdépendants interagissant entre eux. Il est important d'étudier les microorganismes de ces systemes
d'une maniére globale, en patticulier leur dynamique au cours du temps. Dans ce but, plusieurs
techniques permettant de suivte l'évolution générale de communautés de microorganismes ont été
mises au point. On les regroupe sous le nom de techniques d’empreinte génétique ou moléculaire

(fingerprinting en anglais).

Ces méthodes sont généralement basées sur la migration différentielle par électrophorese, sur gel ou en
capillaire, de fragments d'ADNr préalablement amplifiés par PCR. La variabilit¢ due aux différents

membres de la communauté microbienne permet de différencier ces espéces moléculaires soit par la
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taille, soit par la séquence du fragment amplifié. On obtient ainsi un profil de la communauté, ou

empreinte génétique, sorte de code-barres caractérisant la diversit¢ d'un échantillon 2 un moment

donné. Ces codes barres pourront étre comparés afin d'évaluer la dynamique de la diversité

microbienne au sein d'un écosystéme microbien, ou la diversité d'un échantillon par rapport a un autre.

Voici une liste d'exemples non exhaustive de techniques de fingerprinting :

L'ARDRA (amplified ribosomal DNA restriction analysis) également appelée RFLP
(restriction fragment length polymorphism) est basée sur la variabilité de la taille des fragments
d'ADNr générés par une enzyme de restriction (25-26). Apres amplification de 'ADN des genes
16S d'un échantillon microbien complexe, une digestion enzymatique est réalisée par une ou
plusieurs enzymes de restriction, choisies pour leur fréquence de coupure. Les fragments
obtenus peuvent étre analysés par électrophorese sur gel ou capillaire, donnant ainsi l'empreinte
de la communauté. Un inconvénient important de cette technique est qu'elle génere plusieurs
fragments d'ADN par espece, rendant le profil tres complexe des lors que le nombre d'espéces
dans I'échantillon est important. Afin de rendre la méthode plus sensible et les profils plus
lisibles, des développements de cette technique ont été réalisés pour développer la T-RFLP
(terminal restriction fragment length polymorphism). Dans ce cas, la taille des fragments
d'ADN est mesurée a l'aide d'un séquenceur automatique afin d'augmenter la résolution. Par
ailleurs les fragments d'ADN utilisés sont issus d'une amplification par PCR utilisant des
amorces munies de marqueurs fluorescents (27-28). Les coupures réalisées par les enzymes de
restriction libérent des fragments de taille variable, dont seuls les fragments terminaux sont
détectés par le séquenceur. Le polymorphisme est alors basé uniquement sur ces fragments

terminaux.

Dans le cas de '"ARISA (automated ribosomal intergenic spacer analysis), la taille de I’espace
intergénique (ITS=intergenic transcribed spacer) présent entre les genes codant pour 'ARNr
16S et I'ARNr 23S est observée. Cette région présente une hétérogénéité tres élevée en termes
de taille et de composition en bases nucléotidiques. Apres amplification PCR de cette zone, les
amplicons sont sépatés par électrophorese. L'hétérogénéité des longueurs de I'I'TS d'une espece
de microorganisme a 'autre permet ainsi de mettre en évidence de petites modifications dans la
structure génétique et de ce fait de distinguer des espéces tres proches phylogénétiquement (29-
30). On peut ainsi constituer un profil moléculaire de la communauté. Cette technique permet
d'avoir une bonne vue d'ensemble de la diversité et de son évolution au sein de 1'écosysteme.
Fisher et Triplett ont rapporté que la taille des fragments d'I'TS vatiait dans une gamme allant de
400 a 1200 paires de base (pb) dans une étude de la diversité microbienne de trois
environnements d'eau douce (37). Ranjard ef a/. rapporte que la taille de ce fragment d’ADN
varie de 150 a 1500 pb environ dans les communautés microbiennes du sol, sachant qu'il

n'existe pas de corrélation entre le genre (ou l'espece) et la taille de I'I'TS correspondant (32).

Les techniques de DGGE et TGGE (denaturing gradient gel electrophoresis et temperature
gradient gel electrophoresis) sont basées sur 'amplification de fragments des ADN ribosomaux

et leur migration dans un gel d'acrylamide contenant un gradient dénaturant. La dénaturation
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peut étre obtenue par une concentration croissante d'un agent chimique (urée, formamide pour
la DGGE (33)) ou une augmentation de la température lors de 1'électrophorese (TGGE (34)).
Ces techniques permettent de sépater sur gel les brins d'ADN en fonction de leur séquence. En
effet, la composition en bases G+C et A+T modifie la position de migration d'un brin d'"ADN
sur le gel. Ceci s'explique par le fait que la mobilité d'un fragment d'ADN dans le gel va
décroitre en fonction de sa dénaturation. Or la composition en bases G+C et A+T est un
facteur déterminant puisqu'elle détermine la température de séparation des brins (TGGE) et la
facilit¢ a dénaturer les brins (DGGE), les liens G-C résultant de la présence de 3 liaisons
hydrogene contre 2 uniquement pour les interactions A-T. L'identification des microorganismes

peut ensuite étre réalisée par découpage et séquencage des bandes obtenues.

e Ta SSCP (single-strand conformation polymorphism) a été décrite par Orita ef a/. (35). Elle est
basée sur l'amplification des ADN ribosomaux qui sont dénaturés de maniére a obtenir
uniquement de simples brins d'ADN. Selon leur séquence, les simples brins adopteront des
conformations 3D différentes et auront une migration différentielle en électrophorese. 11
devient alors possible de différencier des fragments d'ADN de méme longueur ne présentant

qu'une seule mutation ponctuelle.

Ces différentes méthodes, et en particulier celles qui reposent sur de I’électrophorese capillaire, offrent
a un cout raisonnable une image d'ensemble de la communauté dans un échantillon de maniere rapide
(36-38). De fait, elles ont été beaucoup utilisées dans divers types d’environnements pour comparer les
communautés de nombreux échantillons, par exemple des communautés microbiennes aquatiques (39)
ou encore sur les communautés microbiennes du sol (32). Chacune possede des qualités mais aussi des

contraintes spécifiques qui sont détaillées dans la revue de Spiegelman (29).

Par ailleurs, d'une maniére générale, il faut utiliser ces techniques en gardant a l'esprit les biais engendrés
par I'utilisation d’ADN extraits de communautés complexes et de 'amplification par PCR. Ainsi une
extraction d'ADN non-efficace ou préférentielle peut biaiser la diversité initiale observée (40-47).
L'efficacité des différentes étapes d'extraction et de purification de I'ADN affecte également
significativement l'amplification par PCR (42-43). Enfin, durant la réaction de PCR, l'importance
relative des différentes séquences cibles (44-45), la spécificité des amorces (46), l'efficacité de
l'amplification (47-48) et patfois méme la formation de chimeres (49) peuvent rendre problématique la
quantification de la diversité microbienne. En conséquence, méme si le profil généré par les techniques
d'empreinte moléculaire représente quantitativement les produits PCR obtenus, il ne peut pas étre

considéré comme une représentation rigoureusement quantitative de la communauté initiale.

Les techniques de fingerprinting sont malgré tout trés appréciées pour leur rapidité, leur répétabilité,
leur facilité de mise en ceuvre et surtout leur capacité a mettre en évidence des évolutions de structure
au sein de communautés environnementales. Elles sont un outil précieux dans le suivi des dynamiques
de population lors de I'évolution d'un bioprocédé par exemple, ou au cours des différentes étapes de la
dégradation d'un déchet. Il est important de souligner que les profils génétiques ainsi obtenus peuvent

ensuite ¢tre traités avec des méthodes classiques en taxonomie, par exemple le calcul d'indices de
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diversité ou de similarité (50) afin de quantifier la dynamique de la diversité. Cet aspect sera traité plus

en détail dans la partie 5.2.2.

Au cours de ce travail de these, il a été choisi d'utiliser la technique d'ARISA par électrophorese
capillaire sur des puces, pour des raisons de rapidité et de simplicité, I'équipement nécessaire étant par

ailleurs disponible au laboratoire.

2.2.2, Identifier les acteurs des écosystémes microbiens et les

classer

Pour aller plus en avant dans la description de l'écosysteme microbien, il est nécessaire d'identifier
précisément les microorganismes présents. Pour cela, afin d'étudier la population d'un échantillon
complexe, on peut extraire 'ADN de l'ensemble des microorganismes présents et analyser les
séquences génomiques obtenues. Différentes techniques sont disponibles (amplification PCR puis

clonage/séquencage, pyroséquencage, etc.) que nous ne détaillerons pas ici.

On peut choisir de s'intéresser uniquement aux séquences d'ADNr 168S, afin d'avoir la carte d'identité
moléculaire des especes, suffisante pour identifier les microorganismes. A partir de ces données, des
arbres phylogénétiques peuvent ensuite étre construits afin de classer les microorganismes selon la

parenté évolutive de leurs séquences de 16S.

Dans une démarche plus globale, le séquengage entier du génome des microorganismes permet
d'identifier et de caractériser tous les genes présents dans les especes d’un échantillon complexe. On
patle alors de métagénomique. L'objectif est d’étudier 'ensemble du contenu génétique issu d’un
environnement complexe. Le but n'est plus uniquement d'identifier les microorganismes mais aussi
d'identifier leurs différentes fonctions, les voies de régulation de certains genes, etc. Ceci permet d’avoir
un apercu du potentiel fonctionnel d’un environnement. Le développement des nouvelles techniques
de séquencage, permettant un débit de plus en plus élevé, ainsi que la diminution des couts
expérimentaux associés sont des alliés précieux dans le développement de la métagénomique. Pour faire
suite au déploiement de ces techniques puissantes, il faut désormais mettre en place des outils de
bioinformatique encore plus performants afin de faire face au flux de données a venir. Le risque est
sinon de se laisser dépasser par ce que Marc Strous appelle une « tempéte de données » (57) et de ne pas

pouvoir exploiter pleinement ces avancées précieuses (57-55).

2.2.3. Observer les microorganismes directement dans leur

environnement

Une fois que la diversité d'un échantillon a été caractérisée, différents outils permettent de visualiser 7z
sitn les populations identifiées, il s'agit des méthodes d'hybridation 7z sit# (ISH). Le principe de ces
méthodes est connu depuis plus d'une trentaine d'années, mais elles ne se sont réellement développées
en écologie microbienne que depuis une quinzaine d'années, du fait de I'enrichissement en séquences
des banques de données et du développement de logiciels de phylogénie suffisamment performants (75,
56). Elles constituent aujourd'hui un outil majeur en écologie microbienne pour réaliser des

quantifications spatiotemporelles de microorganismes.
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Ces techniques reposent sur l'hybridation d'oligonucléotides, appelés sondes, a l'intérieur d'une cellule,
sur une séquence nucléotidique complémentaire, dite séquence « signature » d'un microorganisme, ou
d'un groupe de microorganismes. Les techniques d'hybridation 7 situ font donc souvent appel chez les
archées ou les bactéries a I'ARN ribosomique 16S. Des logiciels de phylogénie permettent de
déterminer la séquence d'une sonde a partir des données de bases de séquences de I'ARNr 168S. Les
sondes peuvent étre plus ou moins généralistes, c’est-a-dire se fixer sur un plus ou moins grand nombre
de microorganismes (especes, ordres, phylums...) (75). L'accessibilité de la molécule cible a la sonde
constitue l'un des facteurs déterminants de la bonne qualité d'une sonde (57-58). Avant de réaliser
I'hybridation, I'échantillon est fixé grace a un agent fixant. Cette fixation évite la dégradation de I' ARNr
présent dans la cellule en inactivant les enzymes RNases. Dans le cas de I'hybridation zz situ de cellules
entiéres, la sonde peut étre marquée par un radio-isotope (59) ou une autre substance permettant
I'identification (60). Dans la plupart des cas, des molécules fluorescentes sont utilisées, comme la
fluorescéine, la carbocyanin 3 (Cy3) ou la carbocyanin 5 (Cy5), et fixées a l'extrémité 5' de

l'oligonucléotide (67).

Intéressons nous donc plus particulierement a I’hybridation in situ en fluorescence (technique FISH,
Fluorescent 7n sitn hybridization) qui repose sur I’hybridation de sondes fluorescentes sur FARNr 168
d’échantillons. Dans ce cas, une molécule fluorescente aura été accrochée aux sondes et va révéler
I'hybridation (59, 67-62) (Figure 9). Apres hybridation, les échantillons sont observés a 'aide d'un
microscope a épifluorescence ou avec un microscope confocal a balayage laser (Confocal laser
scanning microscopy, CLSM, Figure 10) permettant de réaliser des images de plus faible profondeur de
champ. Les microorganismes hybridés au sein de I'échantillon peuvent ainsi étre repérés. Différentes
sondes ciblant différentes séquences signatures et marquées avec différentes molécules fluorescentes
peuvent étre utilisées dans une méme hybridation afin d'étudier plusieurs types de microorganismes au

méme moment (Figure 11).

Molécule fluorescente
Tw

|"I|”c:|||1'll
GUCAAIGCAUUG

\CACCAGUUGCGUAACACCGUGU

1 Hybridation
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ARN a détecter
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Figure 9 : Principe de I'hybridation Figure 10 : Microscope confocal Figure 11 : Identification de
FISH. a balayage laser. différents microorganismes au
sein d'un échantillon complexe
par FISH.

La méthode FISH permet de réaliser une identification claire et rapide des microorganismes

directement dans des échantillons environnementaux. C'est une mesure qualitative précise : certains
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auteurs suggerent qu'un seul microorganisme hybridé peut étre détecté parmi un million d’autres
microorganismes (75). Méme s’il s’agit sans doute d’une estimation trés optimiste, la technique FISH
est 'une des plus puissantes pour localiser des microorganismes au sein d'un agrégat. Cette technique
permet la visualisation des différentes populations des écosystemes microbiens complexes, ’analyse de
leur localisation spatiale, ce qui peut renseigner sur les interactions qu’ils développent, I’étude de leurs
proportions, de la morphologie des microorganismes non cultivables, voire du niveau de leur activité
métabolique au sein de la communauté. Le principal point faible de cette méthode est qu'elle dépend de
I’élaboration de sondes et est donc limitée aux microorganismes qui sont déja séquencés. De plus,
certaines sondes peuvent reconnaitre des organismes non encore identifiés. Cependant les bases de
données contiennent déja de nombreuses références. Crocetti (63) fait par exemple un bilan des sondes

disponibles pour identifier les archées méthanogenes.

2.3. Mise en évidence des informations fonctionnelles au sein

d'un écosysteme complexe

Les techniques présentées dans les paragraphes précédents permettent de réaliser un inventaire
q 8
moléculaire général des individus présents dans un échantillon complexe, d'avoir acces aux dynamiques
de populations, ou encore de visualiser des interactions entre microorganismes. Cependant, un de leurs
) g )
inconvénients principaux est que, si elles fournissent des informations étendues sur les taxa présents
dans un environnement, elles ne donnent que peu d’informations sur le role fonctionnel de chaque
groupe phylogénétique et sur Pactivité des especes. En effet, il n’y a pas nécessairement de lien entre la
position phylogénétique d’un microorganisme et sa fonction dans Iécosysteme (64). Ainsi, un des plus
grands défis en écologie microbienne aujourd'hui est de décrire et comprendre le couplage entre
diversité fonctionnelle et diversité structurelle ou taxonomique. Ceci nécessite la mise en place d’outils
d’exploration fonctionnelle permettant d’établir un lien entre lidentité et la fonction des
microorganismes non cultivables présents dans ces milieux. Dans ce sens, différentes méthodes
permettant une utilisation combinée des techniques de biologie moléculaire et de marquage isotopique

sont aujourd’hui proposées.

2.3.1. Les isotopes stables pour accéder a l'information

fonctionnelle

La présence de microorganismes dans un échantillon ne signifie pas toujours qu’ils interviennent dans
les processus biologiques étudiés. Pour relier la fonction avec le microorganisme, on peut notamment
se servir de traceurs isotopiques. Dans ce but, les méthodologies de type « Stable-isotope probing »
(SIP, marquage par isotope stable en francais) ont été développées pour identifier des microorganismes

impliqués dans le métabolisme d’un substrat spécifique.

Dans ces méthodes, I’échantillon environnemental a étudier est incubé avec des substrats marqués avec
un isotope stable rare dans le milieu naturel. L'isotope stable contenu dans le substrat s’incorpore alors
dans le matériel cellulaire des microorganismes qui I'assimilent. Ainsi les microorganismes intervenant

dans le processus de dégradation, dits fonctionnels, sont « marqués ». Ce marquage pourra étre utilisé
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dans différentes techniques de biologie moléculaire pour identifier les groupes microbiens ayant
incorporé le substrat introduit, et pour évaluer leur implication dans la métabolisation du substrat.
L’utilisation de substrats marqués isotopiquement constitue ainsi une méthode de choix pour le tracage

des flux de mati¢re dans des systemes complexes.

Par rapport au marquage radioactif, ce mode de marquage présente I'avantage de ne pas altérer
significativement les propriétés physico-chimiques du composé étudié et de pouvoir étre utilisé
directement dans Denvironnement des microorganismes. De plus, la composition isotopique
particulicre de la molécule étudiée permet de suivre son devenir au sein d’un systéme complexe et

d’identifier formellement tous les produits issus de sa métabolisation.

2.3.2. Comment identifier les microorganismes fonctionnels

Afin de pouvoir identifier les microorganismes fonctionnels, il est nécessaire d'avoir acces a un
marqueur moléculaire, ADN, ARN ou encore protéine, spécifique de ces microorganismes. Tout l'enjeu
consiste a séparer l'information concernant les microorganismes fonctionnels de celle concernant la

biomasse totale.

LLa méthode SIP, développée par Radajewski et ses collegues en 2000 (65), consiste a utiliser un substrat
artificiel enrichi en "C ou "N. Les microorganismes assimilant le composé vont progressivement
présenter un enrichissement de leurs constituants cellulaires (ADN, ARN et protéines en particulier) en
ces isotopes stables. En s'appuyant sur le fait que les acides nucléiques enrichis en isotope stable ont

une densité plus importante que les autres (66), on peut imaginer les séparer.

Ainsi, des 1958, Meselson et Stahl tentent d'utiliser les propriétés physico-chimiques de certains
composés tels que le Chlorure de Césium (CsCl) pour séparer par ultracentrifugation des acides
nucléiques de densités différentes. En effet, lorsqu'ils sont soumis a une force centrifuge importante
(plusieurs dizaines de milliers de g), ces composés en solution forment spontanément un gradient de
densité. On peut utiliser ces propriétés dites « isopicniques » afin de séparer des molécules de densités
différentes. Différents gradients peuvent étre obtenus en fonction de la température, de la vitesse de

centrifugation et du composé utilisé.
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Figure 12 : Tubes contenant de ’ADN *’C et *C ultracentrifugés dans une solution de CsClI.
D’aprés (65).

Par exemple, des fragments ’ADN placés dans un gradient de CsCl vont se répartir en fonction de leur
densité, ce qui permet de séparer les acides nucléiques lourds (marqués “C ou "N) qui vont migrer

profondément, des légers (non marqués) qui sont moins denses (Figure 12). ’ADN lourd ainsi séparé
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permettra d’identifier les microorganismes qui auront consommé le substrat ou qui interviennent plus
en aval de la chaine de dégradation de celui-ci. Il est donc possible de lier les métabolismes des

microorganismes a leur identité taxonomique dans leur milieu environnemental.

2.3.2.1. SIP ADN

Les applications du SIP ADN en écologie microbienne ont été discutées dans plusieurs revues, sur des
substrats, des biomarqueurs cibles et des environnements différents (67-90). La bonne séparation des
ADN lourds et légers nécessite une différence de densité et donc d'enrichissement suffisante entre les
molécules d'ADN. Radajewski recommande un enrichissement supérieur a 50% de C pour permettre
une bonne séparation de ' ADN marqué et non marqué (97). Cette valeur parait peut-étre un peu élevée
par rapport a celles préconisées par d'autres auteurs, ou dans d'autres articles (65, 92). Cependant, cela
signifie que 'ADN des microorganismes a croissance lente, donc avec un faible enrichissement en C,

ne sera pas détecté significativement méme s'ils sont impliqués dans la dégradation.

Par ailleurs, il faut signaler que le pourcentage du taux de Guanine et Cytosine dans les acides
nucléiques a également une influence non négligeable sur leur densité. En effet, on a la relation

empirique suivante pour la densité de ' ADN dans un gradient de CsCl :
o = 0.098 * (%GC) + 0.035 * (%13C) + 1.660
2.3.2.2. SIP ARN

Sur le méme principe, il est possible de réaliser une ultracentrifugation de PARN, (97, 93) qui donne
acces principalement a l'identité des microorganismes (ARN ribosomique 16S), mais aussi a I'expression
des différentes fonctions (ARN messagers). Cette technique, SIP-ARN, permet de relier identité et
fonction biologique, et donc de connaitre les membres actifs d’'une population donnée responsables des
processus métaboliques étudiés (94). Dans ce cas, il semblerait qu'un enrichissement de 20% suffise
pour permettre la séparation de I'ARN lourd. Par ailleurs les microorganismes métaboliquement actifs
synthétisent PARN plus rapidement que PADN. Ainsi le marquage de I'ARN se fait en quantité élevée
sans qu'il y ait synthese ’ADN ou réplication des microorganismes (95). La méthodologie SIP-ARN
offre donc une sensibilité plus élevée que le SIP-ADN. 11 faut toutefois rappeler que la manipulation de
I'ARN est beaucoup plus délicate que celle de 'ADN, rendant l'utilisation du SIP-ARN moins aisée que
celle du SIP-ADN. Malgré tout, dans les dernieres années, le SIP-ARN a été développé et appliqué
pour répondre a un certain nombre de questions fascinantes dans le domaine de la microbiologie
environnementale. De nombreuses références font état de l'utilisation de cette méthode comme par
exemple (96-704). En peu de temps, cet outil, comme le SIP-ADN, est devenu indispensable en

écologie microbienne, avec encore un grand potentiel pour I'avenir.

Toutes prometteuses que soient ces techniques d’identification des membres actifs d’'une communauté
par leurs acides nucléiques, elles ont certaines limitations. La premicre est, nous l'avons dit, la nécessité
d’obtenir pour les échantillons un taux d’enrichissement en isotopes des acides nucléiques suffisant
pour la séparation par ultracentrifugation. La deuxieme est ’assimilation possible des isotopes par des
organismes non directement fonctionnels pour le substrat étudié, notamment par cross-feeding et a

cause des cascades trophiques. Enfin, une autre limitation expérimentale provient de l'extraction des
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acides nucléiques avant l'ultracentrifugation : il arrive que cette extraction produise des molécules
partiellement dégradées en petits fragments ; or ces courts fragments n'atteignent généralement pas la
région du gradient qui leur est propre sous les conditions habituelles. De plus, le %0GC peut varier au
sein d'un méme génome suivant les régions considérées; on peut donc a cause de cette fragmentation
inopportune observer des morceaux d'un méme génome a des endroits différents du gradient. Malgré
tout, ces techniques restent de puissants alliés pour identifier les populations fonctionnelles au sein

d'écosystemes complexes.

2.3.2.3. SIP protéines

Pour conclure, intéressons nous a une dernicre méthode développée pour tenter d'identifier les
microorganismes fonctionnels a l'aide des isotopes stables. Jehmlich et ses collaborateurs (705-709)
présentent une méthode de détection de l'incorporation d'isotopes stables du substrat dans les protéines
des microorganismes fonctionnels. Le principe général est le suivant : apres incubation d'un échantillon
complexe avec un substrat marqué, les protéines totales sont extraites, purifiées et séparées, puis la
masse des peptides est mesurée par spectrométrie. Par comparaison de masse avec les peptides d'un
témoin incubé avec un substrat non enrichi, les peptides et les protéines sont identifiés, et l'identité des
microorganismes déduite par comparaison de séquences protéiques. D'apres les auteurs, un des
avantages de cette technique est de permettre d'identifier les microorganismes actifs méme si leur
vitesse de croissance est tres lente, car il suffirait d'une trés faible incorporation métabolique pour
reconnaitre les protéines enrichies en isotope stable. La méthode serait donc plus sensible que le SIP
ADN ou ARN avec un besoin de seulement 1 a 2% d'enrichissement pour du "°C par exemple, la limite
théorique étant I’addition d’un isotope stable par peptide par rapport a 'abondance naturelle. Jehmlich
a présenté des premiers résultats sur des souches pures de Psexdomonas putida cultivées en présence de
benzéne enrichi en °C ou d'ammonium marqué ""N. L'identification des protéines enrichies nécessite
d'obtenir des spectres tres résolus, et I'utilisation d'algorithmes puissants qu'il faut encore améliorer. Le
passage a I'échelle des communautés complexes est donc tres ambitieux et nécessite encore beaucoup
de travail. Cependant, les auteurs mettent en avant une tres grande sensibilité de la méthode qui
permettrait de mesurer la variabilité de l'incorporation des isotopes au sein de microorganismes, ce qui
n’est pas possible avec PADN/ARN faute d’une résolution suffisante des gradients de densité. Les
perspectives sont donc particulicrement intéressantes dans un environnement complexe, ou les
microorganismes intervenant directement dans la dégradation d’une molécule auront un enrichissement
plus important en °C que celles consommant des sous-produits de dégradation ou des débris d’autres
bactéries. Enfin, sous réserve de développements méthodologiques et d'algorithmes puissants, le SIP-
protéine pourrait fournir directement des informations fonctionnelles, afin de pouvoir mieux
comprendre les voies métaboliques du carbone et de I'azote au sein des communautés microbiennes.
Cette technique semble donc prometteuse méme si elle doit encore faire ses preuves sur des cas plus

complexes (770).
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2.3.3. Mesure de I'incorporation d'isotopes au sein des

microorganismes

L'identification des groupes fonctionnels impliqués dans la dégradation d'un substrat donné est une
premicre étape vers la réponse a la question « qui fait quoi ? ». Cependant, elle ne permet pas d'y
répondre. Des étapes sont encore nécessaires pour faire le lien entre les métabolismes observés grace

aux mesures physico-chimiques et les microorganismes identifiés comme acteurs du procédé.

Repartons du constat que les groupes fonctionnels identifiés peuvent ensuite étre visualisés par
hybridation fluorescente z situ présentée au paragraphe 2.2.3. Le défi repose alors sur la visualisation de
I'incorporation du substrat marqué par ces microorganismes. Plus précisément, la démonstration
formelle de 'implication du microorganisme dans un processus biogéochimique particulier nécessite la
mise en évidence 7z sitn simultanée de : ’hybridation d’une sonde nucléique, qui révele I'identité du
microorganisme, et de lincorporation cellulaire de Iisotope introduit, qui témoigne de sa fonction
métabolique. Dans ce sens, différentes méthodes ont été développées depuis la fin des années 1990
combinant la technique d’hybridation fluorescente iz situ (FISH) et des mesures d'incorporation

d'isotopes a I'échelle cellulaire.

Amann ef al., en 1996, ont couplé le FISH a la microautoradiographie qui consiste a incuber dans le
milieu un substrat radiomarqué (777). Cette méthode, le FISH-MAR, permet de visualiser en
microscopie optique, apres une étape de révélation (autoradiographie), les cellules qui ont incorporé le
substrat. En couplant au FISH T'identité de ces cellules peut étre déduite. Une quantification grossicre
du signal radioactif est possible via un étalonnage interne, afin d’estimer le taux d’incorporation (772).
Cependant, cette technique radioactive n’est pas directement compatible avec la majorité des stratégies
d'identification de la communauté fonctionnelle telles que le SIP, qui est réalisé par un traceur a l'aide

d’isotopes stables.

D’autres chercheurs ont couplé le FISH a la microscopie Raman qui utilise un laser incident pour
mesurer énergie des liaisons chimiques liée aux molécules biologiques dans les cellules microbiennes
individuelles (Raman-FISH). Elle permet au cours du temps d’observer des changements importants
au niveau des spectres de résonance qui correspondent a lincorporation disotopes stables,
préalablement ajoutés au milieu, dans les constituants cellulaires. En couplant au FISH, on observe
dans quel compartiment cellulaire le substrat est incorporé dans lorganisme identifié (773). Cette
approche présente une résolution comparable a celle du FISH-MAR et surmonte plusieurs de ses

limitations.

Plus récemment, de nouvelles méthodes, faisant appel a la technologie de spectrométrie de masse a
ionisation secondaire (SIMS) ont été développées. Elles permettent une meilleure résolution spatiale
ainsi qu'une mesure plus précise de l'incorporation de l'isotope au sein des microorganismes. La
technique SIMS a été introduite dans les années 1960 par Castaing et Slodzian. Cette technique permet
d’obtenir une cartographie en deux dimensions de la composition atomique et isotopique de la surface
d’un échantillon. Le procédé consiste a bombarder en continu la surface de I'échantillon a analyser avec

un faisceau d'ions énergétiques (un faisceau primaire d'ions césium (Cs") par exemple). Ceci aboutit 2 la
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pulvérisation de la surface supérieure de l'échantillon et, par conséquent, a la libération d’ions
secondaires. Ces ions secondaires sont triés sur la base de leur énergie dans le secteur électrostatique de
linstrument avant d'étre dispersés dans un spectrometre de masse en fonction de leur rapport
masse/charge. Par l'acquisition d'une série de spectres point pat point 2 la surface de échantillon, une
cartographie peut étre produite pour une masse atomique choisie. L'information des rapports

isotopiques sur une région d'intérét peut étre obtenue.

Un premier test de couplage entre SIMS et FISH a été effectué par Orphan en 2001 (774), sur un
échantillon de sédiment marin, pour identifier les groupes fonctionnels intervenant dans 'oxydation
anaérobie du méthane. Cependant, la résolution du SIMS a Iépoque n’était pas suffisamment élevée
pour permettre une mesure a I’échelle d’un microorganisme. En conséquence, les analyses SIMS
n’étaient réalisées que sur des agrégats de cellules. En outre, le signal de FISH et la mesure de SIMS

avalent été acquis par deux analyses séparées. Une relocalisation était alors nécessaire.

Un nouvel instrument, le NanoSIMS, présentant une résolution spatiale de 50 nm tout en maintenant
une trés bonne sensibilité en masse, a ensuite été développé (Figure 13). Cet instrument offre la
possibilité d’effectuer 'acquisition de cinq images ioniques en paralléle. Il est ainsi possible de mesurer,
en plus de la composition isotopique, I'enrichissement de la zone d’analyse en tel ou tel atome avec une
précision de 0,01% (775).
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Figure 13 : Schéma du NanoSIMS.
Source : F.J. Statermann, Washington University, St Louis, Missouri,
http://presolar.wustl.edu/nanosims/schematic.html
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La visualisation simultanée de I'identité des microorganismes grace a ’hybridation de sondes nucléiques
spécifiques marquées a l'aide d’un atome peu présent dans la biomasse, tel que le fluor, le bromure ou
liode, (776) et du taux d'incorporation d’isotopes stables a alors été rendue possible, et trois techniques
voisines ont été développées dans ce sens. Elles ont pour nom secondary ion mass spectroscopy i situ
hybridization (SIMSISH) (777), halogen 7z situ hybridization secondary ion mass spectroscopy
(HISHSIMS) (778-119) et element labeling-fluorescent 7z situ hybridization (EL-FISH) (720). Ces
trois méthodes reposent sur la combinaison d'une hybridation 7 situ de I'ARN ribosomique (ISH) et
d'une observation de I'incorporation des isotopes a I'aide du nanoSIMS. Elles différent principalement

par le mode d'hybridation.

Le SIMSISH comporte une hybridation directe d'une ou plusieurs sondes oligonucléotidiques
halogénées sur I'échantillon, de la méme fagon que pour une hybridation FISH traditionnelle, suivie de
l'observation nanoSIMS. Li ef al. utilisent ainsi comme sonde des oligonucléotides contenant de la
cytidine iodée (Li ez al, 2008). Grace a cette nouvelle combinaison de méthodes, Li e/ a4/ étudient
Ienrichissement de cellules individuelles d’Escherichia coli dont les substrats de culture étaient du "“C-
glucose et du "NH,CL

Les techniques de ELFISH et HISHSIMS font quant a elles appel a une amplification du signal
d'hybridation de type CardFISH (catalyzed reporter deposition fluorescence 7z situ hybridization (727)).
Dans ce cas, une sonde oligonucléotidique marquée avec 'enzyme HRP (peroxydase de raifort) est
hybridée sur les cellules d'intérét. Des tyramides contenant du fluor sont précipitées sur la peroxydase.
Le signal d’hybridation est donc également détecté grace a des atomes d’halogenes, mais a la différence
du SIMSISH, l'atome est contenu dans les tyramides utilisées pour amplification du signal. Ainsi
Musat e/ al, ont utilisé la méthode HISHSIMS pour Tidentification de trois bactéries anaérobies
phototrophes habitant un lac oligotrophe. Ils ont déterminé les taux métaboliques d'assimilation de
H"”CO; et "NH," pour les trois bactéries et ont observé que les ratios métaboliques varient
énormément entre les cellules individuelles d'une méme espece. L.a méme équipe a étudié, de maniere
similaire, le cycle de 'azote dans le lac Cadagno (Suisse) et sa communauté microbienne (776). Avec le
EL-FISH, Behrens ¢/ al. ont démontré les transferts de °C et "N entre une cyanobactérie filamenteuse

Apnabaena sp. et une bactérie épibionte du genre Rhizobinm, attachée directement a ’hétérocyste (720).

L'utilisation de P'enzyme HRP dans les techniques HISHSIMS et EL-FISH permet d'augmenter
lintensité du signal d’hybridation lorsqu’il est trop faible, notamment dans les échantillons provenant
d’environnements oligotrophes. Cependant, malgré la meilleure détection du signal, I'utilisation de cet
enzyme implique l'apport d'une quantité importante d'éléments étrangers a I’échantillon, en particulier
d'atomes de carbone et d'azote qui pourraient modifier le ratio isotopique au sein des cellules et par
conséquent diminuer la précision de la quantification. Ce n'est pas le cas pour le SIMSISH pour lequel
les procédures expérimentales ne modifient pas significativement les valeurs de ratio isotopique
mesurées tout en permettant malgré tout d'identifier correctement les microorganismes comme 'ont

montré des travaux exécutés au cours de ce travail de thése mais non présentés dans ce manuscrit.

Une mesure précise de l'enrichissement isotopique au sein des microorganismes est particulierement

importante, puisque c'est cette valeur qui nous permettra de remonter a leur fonction. En effet, au-dela
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de wvalider l'implication des microorganismes observés dans le processus étudié, les combinaisons
nanoSIMS-ISH vont nous aider a déchiffrer et a reconstruire les chaines métaboliques impliquées dans
la dégradation du substrat étudié. Ceci sera possible en utilisant des modeles mathématiques de
dégradation. Dans ces modeles, la concentration et l'enrichissement des sous-produits de dégradation
du substrat de départ au cours du temps sont modélisés. Il en est de méme pour la biomasse. A chaque
étape de la dégradation correspond un type de microorganisme. A l'aide du modele il est possible de
prévoir son enrichissement (722). En comparant les prévisions du modele aux valeurs d'enrichissement
mesurées avec le nanoSIMS, on peut faire le lien entre les microorganismes observés et identifiés et les
microorganismes modéles d'une fonction. De cette facon on pourra attribuer un microorganisme a
chacune des fonctions identifiées dans le modele de dégradation et enfin répondre a la question « qui

fait quoi ? ».

On voit donc se dégager l'atout majeur de la combinaison nanoSIMS-ISH pour identifier les différents
acteurs d'une chaine de dégradation. Ces stratégies innovantes rendent possible ’étude du lien entre
I'identité et la fonction des microorganismes. Elles s’appliquent notamment trés bien a I'analyse
d’échantillons complexes, tels que les échantillons environnementaux, et permettent ainsi d’explorer,
par une méthode indépendante de la culture, la contribution de cellules individuelles et de
communautés microbiennes dans les cycles biogéochimiques ainsi que leurs interactions et de répondre
aux nombreuses questions aujourd’hui soulevées. Les enjeux de cette meilleure connaissance sont
multiples. Elles permettront de mieux comprendre et appréhender les écosystémes microbiens dans le
but, par exemple de faciliter leur exploitation dans les bioprocédés, notamment ceux faisant intervenir

la méthanisation, dont la connaissance n’est pas encore exhaustive.

3. Description des processus de méthanisation

En décrivant a la fin du XVIIIeéme siecle « I'air inflammable des marais, un air qui brile tres lentement
avec une belle flamme bleue », Volta (Figure 14) mettait en avant les conséquences d'un ensemble de
réactions chimiques complexes sur la matiere organique dans les milieux pauvres en oxygene. La
production de méthane — méthanisation — qu'il décrit provient en effet d'une transformation de la

matiére organique par une communauté microbienne fonctionnant en anaérobiose.

DIECIMILA
g i.lll A VISTA AL PORTATORE
1L GOVERNATORE
Andonis fang

1L CASSIER

ot

RG 851477 N - &= BANCA DN RG 851477 N

Figure 14 : Alessandro Volta.
Billet de 10 000 lires, Banca d'ltalia, 1984-2001
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Cette fermentation se réalise spontanément dans les écosystemes naturels, la ou la matiére organique est
présente dans un milieu anaérobie, comme les marais (Figure 15), les lacs, les rizieres, les sédiments
lacustres et marins, le sol, l'intestin de mammiferes, le tractus intestinal de certains termites, etc.
Maitriser ce processus est un enjeu fort dans différents domaines industriels, dans le but de résoudre
des questions environnementales d’actualité, comme 'élimination des déchets organiques, tout en

produisant une énergie renouvelable : le biogaz.

Figure 15 : Gravure présentant Volta collectant du méthane dans les marais d'Angera.
(Lombardie, Italie).

Afin de mieux maitriser ce processus, il est préférable de connaitre les différentes étapes et les acteurs

impliqués. ..
3.1. Les grandes étapes de la digestion anaérobie

Les résidus organiques sont composés d'une grande variété de matériaux différents. Leur dégradation
passe par de nombreux intermédiaires entre la matiére organique initiale et le biogaz final. Elle est

classiquement divisée en quatre étapes (¢f. Figure 10).

3.1.1.Hydrolyse

Au cours de cette étape, les macromolécules ou biopolymeéres (polysaccharides, lipides, protéines) sont
hydrolysés en monomeres hydrosolubles tels que des monosaccharides comme le glucose, des acides
gras et du glycérol, des acides aminés et des bases azotées. La réaction est catalysée par des exo-
enzymes. L'étape d'hydrolyse est généralement lente et est bien souvent I'étape limitante de I'ensemble
du processus de dégradation, particuliecrement lorsque les particules organiques contiennent de la

lignine.
3.1.2. Acidogenese

Au cours de I'étape d'acidogenése, les molécules issues de 1l'étape d'hydrolyse sont fermentées
principalement en acides gras volatils, ou AGV (acide acétique, propionique, butyrique, valérique, etc.),
en alcools, en d'autres acides organiques (lactique, succinique...), ainsi qu'en hydrogene et en dioxyde

de carbone. Cette étape est généralement 30 a 40 fois plus rapide que I'hydrolyse (723).
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Déchets : matiére organique complexe ResEiration
(polysaccharides, proteines, lipides) 002, H 20
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AEROBIOSE
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Figure 16 : Les étapes de la dégradation des déchets dans une installation de stockage de déchets.
D’apres (124)

3.1.3. Acétogenese

Pendant I'acétogenese, les intermédiaires métaboliques de la phase précédente sont transformés en
acide acétique, dihydrogene et dioxyde de carbone, précurseurs directs du méthane. Deux voies sont
possibles. La voie homoacétogene aboutit uniquement a la production d'acide acétique a partir de
molécules organiques, ou a partir de dioxyde de carbone et de dihydrogene. La voie hétéroacétogene
conduit a la production de dihydrogene, de dioxyde de carbone, d'acide acétique mais aussi d'autres

acides gras volatils (acide propionique, acide pyruvique, acide butyrique, etc.)

Les vitesses réactionnelles d'acétogenese sont généralement lentes et soumises a des problemes
d'inhibition par la présence de dihydrogene qui modifie I'équilibre thermodynamique de la cinétique
globale. Une pression partielle de dihydrogene tres basse est donc nécessaire pour rendre la production
d'acide acétique thermodynamiquement possible, 'accumulation de dihydrogéne conduisant a I'arrét de

l'acétogenese.

Cette phase est une des étapes clé de la digestion anaérobie. En effet, tout dysfonctionnement a ce
niveau risque de se traduire par une accumulation d'hydrogene et d'AGV associée a une importante

diminution de pH, entrainant l'inhibition de l'étape suivante de méthanogenese (725).

3.1.4. Méthanogeneése

Lors de cette ultime étape, les produits de 1'acétogenese sont transformés en méthane et en dioxyde de
carbone. Deux types de réaction peuvent ¢tre distingués. La méthanogenese hydrogénotrophe permet
de réduire le dioxyde de carbone avec le dihydrogene en méthane. LLa méthanogenese acétoclaste clive

quant a elle l'acide acétique en méthane et en dioxyde de carbone. D'autres métabolites comme le
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méthanol ou la méthylamine peuvent également étre précurseurs du méthane. On patle alors de voie

méthylotrophe.

3.1.5. Autres réactions

Par ailleurs, parallelement a la méthanogenese, des réactions de sulfato-réduction peuvent se produire
sous l'action de bactéries sulfato-réductrices (726) en présence de sulfate et dans un milieu réducteur.
Ces réactions permettent la transformation d'alcools ou d'acides gras en H,S et CO, en utilisant le
sulfate comme source d'énergie. En particulier, les bactéries sulfato-réductrices ont la capacité d’utiliser

le dihydrogene et l'acide acétique, entrant ainsi en concurrence avec les réactions de méthanogenese.

D'autres réactions peuvent également avoir lieu, faisant notamment intervenir 1'azote, mais nous ne les

aborderons pas dans cette synthese.

3.1.6. Cas particulier des substrats cellulosiques

La cellulose est un homopolymere linéaire constitué de sous-unités de D-glucose liées entre elles par
des liaisons glycosides §-1,4 (Figure 17). L'arrangement régulier des groupes hydroxyles, le long des
chaines de cellulose, conduit a la formation de liaisons hydrogene intermoléculaires, et par conséquent a
une structure fibrillaire. Cette structure existe sous forme amorphe, ou sous forme cristalline, plus
résistante a la dégradation enzymatique microbienne. L'insolubilité et I'nétérogénéité structurale de la

cellulose en font un substrat lentement dégradable.

CH,OH CH,OH CH,OH

I | |
H ¢—O H 0—O H G—O
BN L NI LR NN
JN\oH H O I\oH H 4 O \OH H 5 ©

H OH H OH H OH

Figure 17 : Structure de la cellulose.
(a) des molécules de glucose liées par une liaison B-1,4 glycosidique. (b) liaisons hydrogéne entre deux chaines de
cellulose.

Les hémicelluloses sont des constituants végétaux qui accompagnent la cellulose dans la constitution du
bois. Mais, contrairement a la cellulose, les hémicelluloses sont des hétéropolysaccharides. En effet,
elles sont constituées de divers monosaccharides incluant principalement des hexoses tels que le
glucose, le mannose et le galactose mais aussi des pentoses tels que le xylose et I'arabinose (727). Les
molécules d’hémicellulose sont plus ou moins ramifiées et présentent un degré de polymérisation plus

faible que celui de la cellulose.

La ligno-cellulose est un complexe formé de polymeres de lignine, de cellulose et d’hémicelluloses. Les

fibres de cellulose peuvent étre étroitement liées aux hémicelluloses et a la lignine par des liaisons
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hydrogene ou des liaisons covalentes, ester ou éther (728). La lignine est une macromolécule complexe
composée d’unités de type phénylpropanoide (Figure 18). Ce polymeére aromatique participe a la rigidité
de la paroi cellulaire et rend les plantes plus résistantes a attaque des organismes pathogenes. Apres les
polysaccharides, la lignine est le biopolymeére le plus abondant dans la nature (726).

HO

Lignin—Q

Figure 18 : Structure de la lignine.

Ces molécules peuvent étre dégradées en conditions anaérobies selon les grands types de réactions
décrits plus haut. Cependant, les propriétés de ces molécules les rendent difficilement dégradables, en
particulier au cours de la premicére étape d'hydrolyse. Afin de passer outre ces difficultés, les

microorganismes ont développé différentes stratégies de dégradation, que nous verrons plus loin.

3.2. Microbiologie de la digestion anaérobie

De par le nombre important de métabolites et de substrats impliqués, la digestion anaérobie est un
magnifique exemple de chaine trophique. En effet, une succession de microorganismes variés est
impliquée au cours de la dégradation (729-730), les produits de biodégradation d'une réaction servant de
substrat pour les réactions suivantes. Ceci suppose également des interactions importantes entre
populations. Comme nous l'avons vu dans le paragraphe 1, la connaissance de l'écologie et de la
fonction des communautés microbiennes dans les bioprocédés de digestion anaérobie est indispensable
pour améliorer le contréle des processus biologiques. Les différentes méthodes de caractérisation des
communautés de microorganismes évoquées dans le paragraphe 2 ont donc été appliquées a ces
bioprocédés et un effort considérable a été accompli pour comprendre la structure microbienne de la
communauté et tenter d'associer a chaque étape un ou plusieurs microorganismes (737-735). Certains
microorganismes cultivables ont été isolés et sont désormais trés bien caractérisés. Malgré tout, bon
nombre d'entre eux ne sont pas cultivables, et laissent encore de nombreuses hypotheses ouvertes,

méme si les grandes lignes ont été tracées.
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3.2.1. Hydrolyse

Des analyses phylogéniques montrent que la capacité a hydrolyser la matiére organique et en particulier
la cellulose est largement distribuée dans différents genres chez les bactéries, et dans les groupes
fongiques des eucaryotes (736). Ces microorganismes sont anaérobies, stricts ou facultatifs (737). La
biodiversité est extrémement importante, et les vitesses de croissance relativement rapides avec des
temps de doublement de quelques heures parfois. Ces microorganismes produisent des enzymes

extracellulaires qui hydrolysent les biopolymeres en oligomeres et monomeéres hydrosolubles.

3.2.2. Acidogenese

Les microorganismes acidogenes sont également appelés fermentatifs. La flore acidogene est constituée
pour une partie de bactéries anaérobies facultatives (genre Streptocoques, Bacillus, Micrococcus, etc.) mais

également de bactéries anaérobies strictes (genre Clostridinm, etc.).
3.2.3. Acétogenese

Deux groupes de bactéries acétogenes sont distingués (738) : les acétogenes productrices obligées
d'hydrogene, ou bactéries syntrophes et les bactéries homo-acétogenes. Notons également que les

bactéries sulfato-réductrices peuvent avoir une des fonctions précédentes.

Les bactéries syntrophes ont pour caractéristique d'effectuer des réactions dont les variations
d'enthalpie libre standard sont positives. Pour pouvoir se réaliser, elles nécessitent un second
microorganisme qui élimine une des molécules produites, permettant ainsi de transformer une réaction
endergonique en réaction exergonique et donc de générer I'énergie nécessaire au microorganisme. Ainsi,
leur croissance nécessite une trés basse pression partielle en H, (<10 atm) pour rendre la production
d'acide acétique thermodynamiquement favorable (730). Ceci signifie que I'hydrogene produit doit étre
consommé immédiatement. Une syntrophie tres étroite existe donc entre les bactéries acétogenes qui
produisent de l'hydrogene et les autres microorganismes capables de le consommer (méthanogenes,
sulfato-réducteurs). Les bactéries acétogenes productrices obligées d'hydrogéne peuvent appartenir au
groupe des syntrophes (genre Syntrophobacter, Syntrophomonas, Syntrophud, Syntrophococens ou Syntrophospora

(137). Ces bactéries ont un temps de doublement assez long, de l'ordre de 1 a 7,5 jours (739).

Les bactéries homo-acétogenes peuvent produire 1'acide acétique soit a partir d'un substrat carboné, soit
par réduction du CO, par H, Elles proviennent de groupes bactériens variés, comportant des
microorganismes Gram-positifs et Gram-négatifs, des morphologies de type bacilles et cocci, mobiles

et non-mobiles, psychrophiles, mésophiles ou thermophiles (740).

3.2.4. Méthanogeneése

Cette réaction nécessite une anaérobiose stricte. La fonction de méthanogenese est trés conservée au
niveau de la taxonomie. Cinq ordres dans le domaine Archaea englobent la plupart des méthanogenes.
Ce sont les ordres Methanobacteriales, Methanococcales, Methanosarcinales, Methanomicrobiales et Methanopyrales.

Leur temps de doublement est de l'ordre de quelques heures a quelques jours.
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Les archées méthanogenes hydrogénophiles vivent en association syntrophique avec les bactéries
fermentaires qui leur fournissent en continu le CO, et le H,. La totalité des méthanogenes (sauf le genre

Methanosaeta) sont capables de réaliser la méthanogenése hydrogénophile.

La méthanogenese acétoclaste peut quant a elle étre réalisée par l'ordre Methanosarcinales (gentre
Methanosarcina et Methanosaeta exclusivement). Les réactions de méthanogenése acétoclaste sont lentes et
peu exothermiques, voire endothermiques (747), cependant elles génerent environ 70% du méthane

produit dans certains cas...
Enfin, seul le genre Methanosarcina comporte des méthylotrophes.

La distribution des archées est fortement liée aux conditions environnementales, telles que la

température, le pH et la concentration des précurseurs de la méthanogenese.

3.2.5. Sulfato-réduction

Les microorganismes sulfato-réducteurs utilisent le sulfate comme accepteur terminal d'électrons. L'H,S
produit au cours de leur métabolisme a un effet néfaste sur les organismes méthanogenes. Par ailleurs,
elles entrent en compétition avec les méthanogenes pour les substrats tels qu'acide acétique, H, et CO.,.

Les principaux microorganismes sulfato-réducteurs sont les especes Desulfovibrio et Desulfobacter.

3.2.6. Influence d'un ensemble de parametres

Des études de dynamique de population microbienne réalisées par des analyses d'empreintes
moléculaires ont indiqué que les communautés archées et bactériennes sont sensiblement affectées au
cours du processus de dégradation par différents parametres, comme les modifications de pH, de la
température ou de la concentration en AGV. L'influence de ces parametres sera détaillée dans le
paragraphe 5.1.2. Enfin, il est important de noter que les populations microbiennes sont tres sensibles
aux variations brusques de conditions de fonctionnement. Des variations lentes permettent de

supporter des conditions inhibitrices plus élevées.

3.3.Cas particulier de la cellulose et de sa dégradation d'un

point de vue moléculaire

La cellulose est un polysaccharide @ priori peu soluble et difficilement dégradable. Les microorganismes
sont cependant capables de la dégrader grace a divers systémes enzymatiques. Ainsi, les bactéries
aérobies et des champignons produisent de nombreuses enzymes extracellulaires permettant
d’hydrolyser les différentes conformations de la cellulose. Des enzymes spécifiques agissent en synergie
pour une hydrolyse efficace. Certains microorganismes anaérobies ont quant a eux su développer un
systeme leur permettant de rompre les parois cellulaires végétales qui repose sur la formation d’un
complexe enzymatique extracellulaire appelé cellulosome, en complément ou a la place de la production
d'enzymes extracellulaires libres. Ce complexe est constitué de 11 enzymes différentes alignées sur une
protéine non-catalytique assurant une concentration locale en enzyme élevée. Ces multi-enzymes se
fixent a la membrane cellulaire du microorganisme et au substrat, favorisant la proximité des cellules

avec la cellulose. Les cellulosomes furent observés pour la premiere fois en 1985 par Bayer et Lamed
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comme de larges protubérances a la surface de Clostridium thermocellum (bactérie thermophile anaérobie)
(Figure 19). Ces observations ont été confortées en 1987 par les recherches de Mayer e a/. qui par
microscopie électronique ont montré un arrangement de ces cellulosomes en sous-unités distinctes
(142-144).

protubérance
prolongée

cellulose

Figure 19 : Représentation schématique d’une cellule bactérienne liée a la cellulose.
D’apres (145).

Les microorganismes possédant ce systeme de dégradation de la cellulose sont retrouvés aussi bien dans
les sols, les sédiments, les milieux aquatiques que dans le tube digestif de certains animaux comme les

termites ou le rumen des ruminants comme l'illustre le Tableau 2.

Tableau 2 : Exemple de bactéries et de champignons anaérobies produisant des cellulosomes.
M et T indiquent la température de croissance optimale (M : mésophile, T : thermophile) (144).

Microorganism M/T™ Source
Anaerobic bacteria

Acetivibrio calluiolticus M Sewage
Bacteroides celuiosolens M Sewage
Butymvibnio fbrsofveans A Rurnen
Clostridium acetobutyficum M Sail
Clostrdium celobioparm A Rurnen
Clostridium celtbolticum M Compaost
Clostridiurm calovorans o Wood fermenter
Clostridium fosul M Compaost
Clostrdium papyrosalvens A Paper mill
Clostridium themmocelum T Sewage soil
Ruminococcus albus o Rumen
Ruminococous favefaciens i Rurmen
Anaerobic fungi’

MNeocalimastix patrcianm i Rumen
Orpinamyces joyoni A Rumen
Crpinomyces PC-2 A Rumen
Fromyoes equl A Rumen
Fromyoes £2 A Fasces
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La dégradation de la cellulose, qu’elle soit catalysée par les enzymes cellulosomales ou par les enzymes
libres, fait intervenir un large groupe enzymatique : celui des glycosyles hydrolases qui ont été classées

en plusieurs familles sur la base de leur homologie en acides aminés.

On retrouve trois grandes catégories de cellulases :

e Les endoglucanases qui permettent de dégrader des fragments solubles et amorphes de la

cellulose et de produire de nouvelles extrémités en coupant les longs fragments de cellulose.

e Les exoglucanases ou cellobiohydrolases qui permettent d’hydrolyser progressivement a partir
des deux extrémités des polymeres et aussi d'extraire les molécules de cellulose de la structutre
cristalline, et de libérer du cellobiose (744).

e Les B—glucosidases qui sont uniquement actives sur les cello-oligosaccharides et le cellobiose.
Elles liberent des unités monomériques de glucose, sucres simples qui sont le produit final de

I’hydrolyse.

Malgré toute cette machinerie de dégradation mise en place par les microorganismes, la cellulose reste
difficile a hydrolyser. Les analyses microscopiques (chimie de la matiere fibreuse) et mésoscopique
(physique des structures fibreuses) par résonance magnétique nucléaire (RMN) et par diffraction aux
rayons X montrent que les nombreuses régions cristallines (liaisons hydrogenes essentiellement inter-
chaines) rendent la cellulose moins soluble dans I'eau que les régions amorphes plus désordonnées

(liaisons hydrogenes établies avec les molécules d'eau).

En outre, le fait que la cellulose ne contienne ni azote, ni phosphore la rend peu profitable d'un point
de vue énergétique, ce qui explique pourquoi cette voie métabolique est peu sélectionnée et pourquoi

les génomes codent pour des enzymes peu aptes a la dégrader.

3.4.Conclusion

Des acteurs treés divers sont impliqués au cours de la digestion anaérobie. Ils sont en relations étroites.
Une succession de réactions de dégradation a lieu, fournissant des substrats pour d'autres
microorganismes ou au contraire inhibant leur fonctionnement. Un méthaniseur de déchets (ou
l'installation de stockage de déchets non dangereux) figure donc un immense écosysteme a I'échelle de
ses acteurs, les microorganismes. Cet écosysteme est d'autant plus complexe qu'il faut considérer que
les microorganismes sont mis en ceuvre le plus souvent dans un milieu hétérogene qui créé des niches
¢cologiques particulieres. Nous nous focaliserons donc dans ce travail de these sur la dégradation de la
cellulose et de ses dérivés uniquement et tenterons de comprendre et d'optimiser sa dégradation en la
replacant dans un contexte écosystémique’, a travers le prisme de 1'écologie. Voyons ainsi comment la
mise en place d'une ingénierie écologique des communautés microbiennes dans les bioprocédés de

traitement anaérobie des déchets ligno-cellulosiques peut se réaliser.

5 C’est a dire prenant en compte 1’écosystéme et les interactions entre ressources vivantes dont il est le lieu
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4. Vers la mise en ceuvre d’une ingénierie écologique des

communautés microbiennes des bioprocédés

L’ingénierie des bioprocédés pourrait étre définie comme I'ensemble des fonctions qui ménent a la
conception, a I’étude, a 'amélioration, a la construction, a la mise en service, a la maintenance et au
suivi des bioprocédés. Ses références sont des disciplines scientifiques et techniques, parfois guidées par
Iempirisme. Elle détermine des parametres opératoires abiotiques pour modifier et controler au mieux
les bioprocédés. La prise de conscience de I'importance des parametres biotiques au sein des
bioprocédés amene a de nouvelles réflexions et a la conceptualisation de nouveaux outils pour tenter de
manipuler de manicre réfléchie la composante microbienne. Pour ce faire, les interactions entre
individus au sein de ’écosystéme microbien doivent étre mieux prises en compte et exploitées. En ce
sens, I'ingénierie des bioprocédés a besoin de devenir écologique et d’enrichir ses concepts de nouvelles

démarches, comme celle de I'ingénierie écologique.
4.1. L'ingénierie écologique, définitions et objectifs
4.1.1.Des premiers pas a la mise en place d’'une démarche

La notion d'ingénierie écologique est introduite par Odum® dés 1962 (746-148). Elle peut étre définie
comme P’application des principes de I’écologie a la gestion de Penvironnement. C'est au sens
strict la manipulation 77 situ de systémes écologiques (de quelques individus a tout un écosysteme) dans
un contexte écosystémique explicite : prise en compte des interactions avec les autres organismes,
communautés et écosystemes, prise en compte des dimensions physiques et chimiques de la
manipulation et du fonctionnement de ces systemes écologiques. La réhabilitation des sols pollués par
les métaux lourds via le semis de plantes accumulatrices de ces polluants, I’épuration des eaux par les

microorganismes sont ainsi des exemples d’ingénierie écologique.

Plus précisément, le but stratégique de I'ingénierie écologique est de maintenir, de favoriser ou
d'orienter les processus naturels (et par conséquent les biens et les services qu’ils fournissent aux
humains et aux autres especes), avec un minimum d’intervention humaine et en minimisant les effets
collatéraux. Ainsi, au dela de modifier la diversité, les manipulations induites pat l'ingénierie des
écosystemes ont toutes pour but de minimiser la quantité d'énergic dépensée pour résoudre un
probléme particulier en comparaison a l'énergie apportée par les processus naturels (749). Ce but
stratégique est le reflet de la définition originelle de I'ingénierie écologique par H. T Odum (746) :
«...toutes les situations ou I’énergie fournie par les humains est réduite par rapport a celle fournie par
les systemes naturels, mais cependant suffisante pour avoir des impacts forts sur les organisations et les
processus qui en résultent ». En d'autres termes, lingénierie écologique utilise donc la tendance
naturelle des écosystemes a 'auto-organisation, a la résistance aux contraintes externes, a la résilience

(Cest-a-dire la capacité de revenir a I'état antérieur aprés une perturbation), a s’adapter aux

6 Odum définit I’ingénierie écologique comme « those cases in which the energy supplied by man is small relative to the natural sources, but sufficient to produce large effects in the
resulting patterns and processes », ou encore comme « environmental manipulation by man using small amounts of supplementary energy to control systems in which the main energy

drives are still coming from natural sources »
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changements, a étre multifonctionnels, et a étre auto-suffisants énergétiquement et matériellement

(7150). Pour cela différentes contraintes ou «leviers d'action» peuvent étre appliqués a I'écosysteme.

4.1.2. Objectifs visés

Les objectifs recherchés sont divers. Une approche d’ingénierie écologique peut étre employée pour
conserver des écosystemes (préserver la régénération forestiere par exemple), pour réhabiliter des
écosystemes dégradés en restaurant les communautés fonctionnelles ou en réintroduisant des especes
(replanter des haies ou recréer des zones humides dans les agrosystémes), pour améliorer leur
fonctionnement (en accélérant le recyclage des nutriments, la pollinisation), pour créer de nouveaux
écosysteémes durables qui ont une valeur pour ’'homme et pour la biosphére, ou encore pour substituer
des processus naturels a des activités humaines en mettant au point des outils biologiques pour
résoudre des problémes de pollution, rétablir ou maximiser un service écosystémique’, minimiser des
consommations d'énergie non renouvelables, etc. (mise en place de toits végétaux pour la climatisation
et Iépuration de l'eau, de zones humides pour le traitement des eaux usées, de foréts pour la
purification de I’eau a la place de stations d’épuration). L’ingénierie écologique est donc une démarche
trés vaste, qui comprend de nombreux champs disciplinaires aux objectifs similaires. Elle vise a
développer des modes de gestion durables des écosystemes anthropisés, par l'utilisation explicite de
processus écologiques dans un contexte écosystémique, tout en prenant en compte les contraintes

économiques, sociales et politiques (757-755).

Le succes international actuel de lingénierie écologique s’explique par I’émergence de problemes
environnementaux locaux et globaux multiples, la crise de ’énergie, le mouvement culturel vers une
réconciliation avec la nature et, surtout, évolution législative et réglementaire. Dans ce dernier
domaine, on peut citer le « Clean Water Act » aux Etats-Unis (1972), la directive européenne cadre sur
l'eau (2000), le marché des quotas d’émission de carbone en Europe (2003), la nouvelle politique

agricole commune (2003) ou encore les projets frangais de mécanisme « compensatoire » sur la
biodiversité (2008).

4.1.3. Enjeux de recherche

Malgré ces nombreux projets, et méme si 'ingénierie écologique a été bien et suffisamment définie, son
émergence en tant que discipline n’est pas encore achevée et reste une tache difficile et un enjeu de
taille (756). En conséquence, les enjeux pour la recherche sont nombreux. Il s’agit tout d’abord
d’insérer dans l'ingénierie écologique pratique les avancées les plus récentes de la recherche en écologie,
en hydrologie, en biologie de la conservation, en science du sol, en écologie microbienne, etc. afin
d’évoluer vers une ingénierie ancrée dans la théorie plutoét que dans Pempirisme. C'est a ce nivean que se
situe mon travail. Le second enjeu est de lier 'ingénierie écologique a l'ingénierie en général, c’est-a-dire
de concevoir des systemes techniques qui integrent en amont les outils biologiques et écologiques (757).
Le troisieme enjeu est d’expliciter les dimensions éthiques, juridiques et économiques de I'ingénierie

écologique et de proposer des pistes pour un cadrage social et politique de ce nouveau secteur

7 Une définition communément admise présente les services écosystémiques comme les bénéfices que les humains retirent des écosystémes sans avoir a agir pour les obtenir.
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d’activités. Ces différents éléments constituent les bases d’une approche formelle ayant pour but de
développer une ingénierie écologique reconnue, pratique, quantitative, sous forme d’une discipline qui
mele les recherches passées et futures pour créer des bases solides (756). L'écologie est a priori la
discipline scientifique la plus 2 méme de fournir un cadre disciplinaire au développement de pratiques

pour gérer les écosystemes naturels et anthropisés de maniére rationnelle et durable.

Par ces quelques éléments de contexte et de définitions, on imagine facilement comment la gestion
biologique des déchets pourrait s'intégrer dans cette démarche et utiliser I'ingénierie écologique afin de
faciliter et d'améliorer les processus. Voyons dans un premier temps quelles sont les passerelles
disponibles entre l'ingénierie écologique des écosystemes macroscopiques et celle des écosystemes

microbiens.

4.2.Les passerelles entre écosystemes macroscopiques et

écosystemes microbiens

4.2.1. Des regles générales pour metire en place l’'ingénierie

écologique

Apres ces définitions du concept d'ingénierie écologique, on peut s'interroger sur sa mise en place, en
particulier au sein des écosystemes microbiens. Revenons tout d'abord a l'ingénierie écologique
générale : Bergen énonce quelques regles de conception pour sa mise en place (756). La conception
d'une gestion par ingénierie écologique doit tout d'abord étre en accord avec les régles de 1I'écologie
classique. En effet, dans cette démarche la nature est un partenaire, qui s'auto-organise. On ne peut pas
aller a I'encontre de ce principe ; on peut certes apporter des perturbations, contraindre le systéme, mais
pas aller a I'encontre de la réaction du systeme naturel sous ces contraintes. Par ailleurs la conception
est spécifique a une situation et a une localisation en particulier. Les parameétres propres de la situation
¢tudi¢e doivent étre pris en compte, et I'ingénierie écologique adaptée a chaque cas particulier. Enfin,
pour des raisons de simplicité de controle et de stabilisation, il est préférable de concevoir des systemes

dans lesquels les leviers d'action utilisés n'auront d'effet que sur une seule fonction.

Meéme si ces regles ont d'abord été énoncées pour des systemes macroscopiques, les passerelles avec les
¢cosystemes microbiens semblent nombreuses et accessibles. Pour mieux les distinguer voyons tout

d'abord les principales différences entre ces deux grands types d'écosystemes.

4.2.2. Macro et micro : des écosystemes différents ?

4.2.2.1. Multifonctionnalité

Une premicre différence importante entre les macro- et les microsystemes est la notion de
multifonctionnalité. Il existe en effet une trés importante diversité métabolique dans le monde
microbien, beaucoup plus importante que chez les macroorganismes. Ainsi, chez les microorganismes,
moteurs des écosystemes, la capacité a transformer des molécules en d'autres molécules est
extrémement importante et est influencée par de trés nombreux parameétres biologiques, physico-

chimiques, interactionnels, etc. (759). Ceci rend particulierement complexe la prise en compte du role
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des microorganismes dans 1'écosysteme, celui-ci pouvant évoluer de fagon importante et parfois
inattendue en fonction des changements environnementaux, en particulier lors de l'application d'un
levier d'action d'ingénierie écologique (rappelons, comme nous l'avons vu au paragraphe 1.5.2, que les

connaissances sur la composante microbienne et son role souffrent encore de tres fortes lacunes).

4.2.2.2. Représentation des organismes

Un autre point différencie la gestion des écosystémes microbiens et macroscopiques. Certes nous
savons que les microorganismes sont des acteurs majeurs pour différentes fonctions dans I'écosysteme,
mais ils sont malgré tout peu pris en compte dans les approches systémiques. Cette pauvre
représentation vient tout d'abord d'une raison évidente qui est la difficult¢é de dénombrer les
microorganismes par rapport aux macroorganismes, comme nous l'avons vu au paragraphe 2.1.2 (760-
167). Cette difficulté est cependant en diminution grace aux nouvelles méthodes d'analyse de la
diversité. Une seconde raison est liée a I'historique du développement de I'écologie microbienne. Les
chercheurs du domaine sont en effet peu imprégnés des théories d'écologie de par leur cursus et sont
plutét orientés sur des thématiques biologiques. De plus, I'objet microbien fascine, les premiers
développements ont donc largement favorisé les approches techniques au détriment de I'intégration de
l'objet microbien dans des théories, d’ot un déficit de conceptualisation (20). Enfin, un troisieme point
et, non des moindres, est la tres difficile définition de la notion d'espece (762-763) en particulier chez
les microorganismes. L'absence de possibilité d'une classification plus précise (autre que par la
proximité des séquences de 'ARNr 16S), qu'elle soit morphologique ou fonctionnelle, rend difficile

l'identification des espéces et ainsi leur positionnement précis au sein de 1'écosysteme (764-769).

4.2.3. Vers une meilleure prise en compte des microorganismes

Comment donc améliorer la prise en compte des microorganismes dans les approches écosystémiques ?
11 est nécessaire de pouvoir manipuler cette composante dans les systemes. Comme nous I'avons vu la
progression se fait pas a pas, de la compréhension du fonctionnement des systemes a la compréhension
des perturbations de fonctionnement. Ceci passe par la mise en place de diagnostics, d'études de la
résilience et résistance des systemes et finalement la mise en place d'ingénierie. Parallelement, il faut
étudier l'intégration de la composante microbienne a chacun de ces niveaux. Dans ce sens, le livre
«Ecologie microbienne du soby (170) écrit en 1970 apportait déja les premiers éléments, notamment
concernant les informations techniques de I’écologie microbienne. On pouvait toutefois lui reprocher
de ne pas étre écrit sur des bases et des concepts d'écologie. Des progres ont été faits mais beaucoup
sont encore possibles a ce niveau. Robert Lensi pense méme que « L'écologie microbienne n'aura

atteint sa maturité que quand elle aura cessé d'étre microbienne » (777).
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4.2.3.1. Introduire lU'objet microbien dans les théories

Les premieres théories écologiques microbiennes ont été développées par des écologues non
microbiens, et la prise en compte des microorganismes dans ces modeles est trop simplifiée. Pour
progresser, il est primordial de promouvoir I'objet microbien dans les théories systémiques et de
l'insérer dans les champs théoriques. Il faut également se poser la question de la nature des concepts
que l'objet microbien est susceptible de faire évoluer par ses caractéristiques. Les microorganismes ont
un double role, a la fois responsables des flux mais aussi biodescripteurs de systémes ou d'écosystemes
dans lesquels I'impact des perturbations n’est pas simple a prendre en compte. Par ailleurs, il faut
revisiter la notion de communauté fonctionnelle et voir comment I'insérer dans le champ théorique
(172). En effet, la pertinence du modele microbien n'est pas seulement liée a la prise en compte des
individus, mais aussi a celle de leur diversité métabolique, qui est primordiale. Dans ce sens, Lensi met
en garde contre 'idée générale que tous les microorganismes seraient partout, impliquant que toutes les
fonctionnalités microbiennes seraient partout également, car selon lui tout ne serait pas forcément

partout et il serait dommageable d'en faire un postulat pour la construction des modeles.

Robert Lensi s’interroge sur les caractéristiques du modéle ou de la théorie idéaux. Ils comporteraient
tout d'abord une valeur sélective des fonctions, la pertinence du modele microbien étant en effet liée a
la flexibilit¢ des microorganismes capables d'effectuer diverses fonctions (777, 773). On peut citer a
titre d'exemple la valeur sélective que peut conférer la capacité de respirer chez les microorganismes un
autre accepteur d’électrons que le dioxygene, ce qui n’est pas envisageable chez les macroorganismes. 11
faudrait également insérer des éléments concernant I’évolution, le développement et la croissance des
microorganismes, ainsi que des éléments d’interaction entre le fonctionnement microbien dans
I’écosysteme spatialisé, et les performances de cet écosysteme. Ce type d’approche est actuellement

possible sur des écosystemes modeles, avec une diversité d’individus réduite (774-176).

4.2.3.2. Approche par especes ou par trait ?

Comment intégrer a des échelles plus larges ces données ? On peut envisager deux possibilités
d'approche. Tout d'abord une approche globale, mais peu fonctionnelle : dans ce cas on se sert de la
biomasse, de la diversité ou encore de la densité totale des microorganismes, mais cela ne permet pas de
prendre en compte la capacité multifonctionnelle des microorganismes. Une autre approche est plus
«fonctionnellex, c'est-a-dire privilégiant les fonctions pat rapport aux individus. Le probleme de ce type
d’approche est qu’elle risque de n’étre que partielle car on ne choisit que quelques communautés
fonctionnelles pour le modele, étant donné qu’il en existe énormément, et trop pour tout intégrer... On
peut dans ce cas utiliser des rapports entre fonctions pour voir comment sont perturbées deux
fonctions liées et voir la nature des liens générés entre ces fonctions. On ne s'intéresse pas uniquement
a ce qui régule mais également a ce qui est régulé dans la fonction. On réfléchit au nombre de
microorganismes capables d'exécuter les fonctions, lesquels les ont effectivement utilisées, quelles ont
été les actions de régulation ef. En d'autres termes, on éclate les fonctions pour comprendre comment
elles sont régulées et avoir des approches en termes de ratio, et pour voir linfluence de
l'environnement. Ces deux stratégies sont complémentaires, mais l'une et l'autre sont limitées, car ne

prenant pas assez en compte le c6té fonctionnel dans un cas ou global dans l'autre. I faut s'interroger
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sur les stratégies envisageables pour réduire ces limitations. Il faut par exemple essayer de décrire

biologiquement au maximum ces systéemes afin de constituer un arsenal conceptuel et méthodologique
solide (7177-179).

4.2.3.3. Le mythe de Uapprenti sorcier ?

Par ailleurs, il faut garder a l'esprit les conséquences non attendues et possibles des manipulations
d'ingénierie écologique. Ainsi, méme si elle ne s’y résume pas, cette derniere inclut fortement des
manipulations biophysicochimiques des systemes. En effet, une composante biologique peut étre
manipulée de manic¢re directe, mais cela est restreint a de faibles échelles spatiales pour les
microorganismes. Il est donc plus simple de manipuler une autre composante biotique pour y arriver.
(7155). Se pose alors le probleme de la multifonctionnalité abordé plus haut : en effet, si on applique une
perturbation pour écarter une fonction par exemple, on peut en méme temps gommer d’autres
fonctionnalités. Différents cas se présentent : dans certains cas, ce n'est pas forcément un probleme de
ne plus avoir cette fonction, cela peut méme étre utile : on ne cherche pas forcément a en avoir
toujours plus. Dans d'autres situations, cela peut étre particulierement génant et aller jusqu'a bloquer le
systeme. Les conclusions sont les mémes dans le cas inverse ou l'on apporterait une fonction
supplémentaire non attendue. Le probleme de l'apprenti sorcier se pose donc systématiquement. Quels
peuvent étre les effets négatifs non prévus des manipulations, comme la stimulation de fonctions

indésirables ou encore I'inhibition de fonctions désirables (780-787) ?

Ces différentes questions sont présentes méme pour des exemples simples, par exemple l'introduction
de microorganismes dans une communauté naturelle (bioaugmentation) pour restaurer ou introduire
une fonction. Comment introduire et maintenir ces microorganismes dans ces systemes ? Il y a risque
de concurrence pour les mémes niches. Des fonctions non désirées peuvent étre apportées avec la
communauté introduite. La contrainte sur l'écosysteme sera-t-elle suffisante pour permettre a la
biomasse exogene de s'implanter durablement (787-782) ? En effet, méme si dans certains cas le
maintien des microorganismes introduits n'est pas nécessaire pour que la fonction s'exerce (sils ont
juste un effet inducteur), il est nécessaire pour ne pas devoir a chaque fois faire le travail de

réintroduction.

4.2.4. Bilan

On peut conclure de cette partie que des éléments d'ingénierie écologique « générale », des théories
écologiques ou encore des informations sur les microorganismes sont utilisables pour mettre en place
l'ingénierie écologique des écosystemes microbiens. Cependant, il faut assembler ces différents éléments
et les compléter afin de construire un cadre théorique et des notions plus structurées qui permettront
de tracer la voie aux développements futurs et aisés de l'ingénierie écologique des communautés
microbiennes. Intéressons nous a présent aux apports possibles de cette discipline a la gestion des

bioprocédés ou aux écosystemes microbiens d'une maniere plus générale.
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4.3.La mutation de l'écologie microbienne des bioprocédés vers
l'ingénierie écologique des écosystéemes microbiens des

bioprocédés
4.3.1. Observer, reproduire, concevoir

Dans 1'étude des bioprocédés ou des écosystemes microbiens d'une maniere plus générale, les
ingénieurs et les écologues microbiens se sont longtemps concentrés sur certains groupes fonctionnels
en particulier, présentant une fonction particuli¢crement intéressante, (les méthanogenes par exemple
dans le cas de la digestion anaérobie). Ces supers microorganismes capables de réaliser la fonction
cherchée dans un processus crucial étaient au centre des travaux et des préoccupations. L'approche
basique consistait a essayer de favoriser et d'enrichir le bioprocédé avec ces microorganismes afin de
réaliser les processus a moindre cout. Les actions contre productives étaient fréquentes du fait de la

prise en compte non globale du systeme (783).

Afin de simplifier les systemes et de mieux les controler, les chercheurs se sont également intéressés a la
possibilité de créer des bioprocédés ne faisant appel qua un nombre réduit d’espéces de
microorganismes. C’est le cas notamment de bioprocédés alimentaires ou a haute valeur ajoutée
(production d’acides aminés, antibiotiques, vitamines par exemple). IIs ne font bien souvent intervenir
qu'un seul ou deux types de microorganismes, mais sont difficiles a mettre en place du fait de la
production éventuelle de sous-produits indésirables, et ont des besoins énergétiques importants pour

purifier substrats et produits.

En 2008, Brenner s’interroge sur les possibilités d’ingénierie ouvertes par la biologie synthétique des
microorganismes, et en particulier la création de consortia synthétiques de microorganismes (784). Ces
systemes semblent offrir des perspectives particuliecrement intéressantes notamment pour passer outre
les difficultés des bioprocédés biologiquement plus « simples » (dégradation des sous-produits toxiques,
utilisation de substrats complexes, possibilité de produire plusieurs molécules d’intérét, moins de
contrainte de gestion ezz.). De plus, les systemes comportant plusieurs microorganismes semblent plus
stables et résistent mieux aux perturbations. Ils seraient plus efficaces et adaptatifs grace aux
mécanismes de communication développés entre microorganismes. Dans une revue de 2010, Sabra fait
un bilan de I'utilisation de consortia microbiens synthétiques ou non dans les bioprocédés industriels
(7185). 11 fait la liste des parametres importants a prendre en compte pour comprendre les interactions
entre microorganismes et qui influencent le fonctionnement des bioprocédés : le mutualisme ou les
especes se fournissent les unes les autres des avantages, la syntrophie qui en est un cas particulier ou les
transferts de métabolites entre microorganismes sont essentiellement utilisés pour la croissance,
'amensalisme ou un microorganisme affecte un autre microorganisme sans en étre affecté lui-méme, ou
encore le commensalisme ou un seul des microorganismes bénéficie de l'autre. Les microorganismes
peuvent étre en compétition pour les substrats, et il existe également des phénomenes de parasitisme ou
encore de prédation, etc. Malgré de nombreuses études sur le sujet, déterminer les types d'interactions
microbiennes qui sont impliquées dans les consortia microbiens demeure toutefois un défi important.

Par exemple, il a récemment été montré que la production du peptide plantaricin par Lactobacillus
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Plantarum NC8 n'a lieu que si la bactérie est co-cultivée avec certaines souches de bactéries Gram-

positives ou encore avec ces mémes cellules tuées a la chaleur (756).

L'utilisation de ces systemes simplifiés avec seulement quelques especes, qu’elles soient synthétiques ou
non, est sans doute prometteuse, a condition toutefois de bien comprendre et maitriser les interactions

entre individus au sein des systemes

4.3.2. Utiliser, manipuler ou ajuster

Aujourd'hui, a I'aide de la force d'appui fournie par les nouvelles sources de données a haut débit
évoquées dans la partie 2.2.2, 1'écologie microbienne pourrait passer d'un cadre purement descriptif a
un cadre prédictif et quantitatif, dans lequel les principes écologiques seraient intégrés et exploités afin
de construire des systémes qui seraient biologiquement optimisés dans un but souhaité (55). Au lieu de
recréer un écosysteme artificiel simplifié, il serait donc légitime d’avoir I'ambition d’exploiter
directement les communautés complexes, ainsi que leur capacité a s’autogérer et s’autoréguler. Les
informations accumulées par I’écologie microbienne doivent étre exploitées vers une ingénierie
écologique des bioprocédés. Ces systemes bénéficieront des avantages apportés par une communauté
microbienne déja constituée (stabilité et interactions) a un cout bien moindre que celui d’un systeme
artificiel (787).

En particulier dans le cas de la dégradation de la cellulose des déchets en conditions anaérobies, des
flores de dégradation ont pu étre en partie décrites et la fonction d’un certain nombre de groupes
microbiens clés caractérisée (722). Fort de ces premiers acquis, il faut maintenant étudier les relations
entre les performances de dégradation des déchets et la dynamique de ces groupes microbiens.
Ainsi il importe de caractériser 'action de différents parametres sur la stabilité et la performance des
communautés, ceci dans le but d’évaluer les possibilités d’orienter et de modifier les populations
microbiennes, et donc les processus réactionnels associés, en actionnant différents types de leviers
environnementaux. A terme, on peut imaginer une exploitation controlée des fonctions des
microorganismes au service des bioprocédés de dégradation des déchets. On rejoint bien ainsi la notion
d'ingénierie écologique, « manipulation 7z sitn de systemes écologiques pour une meilleure gestion des
milieux », appliquée a I'échelle des communautés microbiennes et des bioprocédés. Voyons comment la

mettre en place.
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5. Quels outils pour réaliser l'ingénierie écologique des
bioprocédés ?
5.1. Des parametres a moduler

5.1.1.Notion de levier environnemental

5.1.1.1. Définition

Afin de modifier le systeme, ses fonctions, ses performances et sa population, différentes contraintes
extérieures dont on sait qu’elles ont une influence sur ’équilibre et le fonctionnement de I’écosysteme
concerné peuvent étre appliquées (788). Ces modifications de parameétres seront les leviers
environnementaux qui nous permettront de guider I'écosysteme vers un état qui nous est plus
favorable. En les actionnant, on pourra induire des transformations au sein de 1'écosysteme microbien,
de ses fonctions et de ses performances. Pour moduler ces transformations, on peut imaginer combiner
différents leviers environnementaux. A terme, on peut méme idéaliser l'ingénierie écologique des
bioprocédés comme la gestion de bioréacteurs par une adaptation fine des parametres de controle afin
d'orienter les fonctions, et pouvant assurer une stabilité parfaite des procédés sur le long terme, quelles

que soient les perturbations inattendues rencontrées.

Cependant les écosystemes microbiens demeurent des organisations trés complexes et il convient dans
un premier temps de dresser un inventaire de leviers environnementaux simples, faciles a mettre en

ceuvre et utiles pour la conduite au jour le jour des bioprocédés (756).

5.1.1.2. Choix et sélection

Reprenons les attentes concernant les leviers environnementaux choisis. Ils doivent avant tout
permettre de simplifier et de réduire la quantité de travail et d'énergie qui serait a mettre en ceuvre pour
réaliser la transformation souhaitée sans recourir a l'ingénierie écologique (758). Ils correspondent donc
globalement a des modifications de parametres simples a mettre en ceuvre ou a maintenir et
énergétiquement économiques par rapport a d'autres solutions. Par ailleurs, les leviers d'action ne
doivent pas avoir d'effets secondaires trop contraignants ou négatifs pouvant aller a l'encontre de la
démarche entreprise, en particulier dans les cas de multifonctionnalité (789). 1l faut donc autant que
possible étre en mesure d'estimer et quantifier les conséquences qu'auront les leviers d'action, et si
celles-ci seront réversibles ou non. Enfin, afin de valider la démarche d'ingénierie écologique des
¢cosystemes microbiens dans les bioprocédés, il est primordial d'identifier pour chaque grand type de

modulation désiré des leviers environnementaux adaptés.

Dans le cas des bioprocédés, il faut distinguer les notions de leviers et de parametres opératoires. En
effet, méme s’ils peuvent parfois prendre la méme forme (un parameétre physico-chimique par
exemple), leur objectif n’est pas le méme. Les parametres opératoires regroupent ensemble des
conditions environnementales nécessaires au bon fonctionnement de la boite noire microbienne. Les
leviers environnementaux ont des objectifs plus ciblés. Ils visent a agir directement sur I’écosysteme

microbien contenu dans la boite noire, pour modifier son équilibre, dans le but d’atteindre un état plus
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favorable. Parfois, ils peuvent prendre la forme d’une modification pérenne ou temporaire dun
parametre opératoire. Pour une gestion optimale des bioprocédés, il faut manipuler conjointement
leviers environnementaux et parametres opératoires. Les paragraphes suivants illustrent quelques uns
des leviers d'action envisageables dans le cas de l'ingénierie écologique des bioprocédés de traitement

anaérobie des déchets ligno-cellulosiques et l'influence qu'ils peuvent avoir.

5.1.2. Leviers physico-chimiques

5.1.2.1. La température

La température est un parametre souvent controlable dans les méthaniseurs hors-sol. Ceux-ci peuvent
mettre a profit le biogaz produit au cours du procédé afin de maintenir la température a la valeur
souhaitée. Ce parametre a donc été largement étudié. En particulier, de nombreuses études se sont
intéressées a l'influence de ce parametre sur la dégradation des déchets et la production de biogaz.

Voyons dans un premier temps les conclusions de ces travaux.

Qu'il s'agisse des milieux naturels ou d'origine anthropique, la digestion anaérobie peut se dérouler dans
une vaste gamme de température. Cependant, des études a différentes températures et dans des milieux
variés ont permis d'identifier trois catégories de systémes, en fonction de leur température de
fonctionnement : les systemes psychrophiles (5 a 20°C), mésophiles (20 a 45°C) et thermophiles (45 a
65°C). Bien que les grandes étapes métaboliques soient identiques pour les différentes conditions
(Figure 10), la digestion a température élevée permet de raccourcir le temps de latence et d'accroitre
l'efficacité de la dégradation de la matiére organique (790-792). Par conséquent, la digestion anaérobie
aux températures thermophiles est généralement associée a une production totale élevée du biogaz et a
une digestion plus compléte (faible teneur en solides volatils dans les résidus de digestion). Par ailleurs,
la digestion a des températures élevées favorise I'inhibition du développement des microbes pathogenes
présents dans le déchet (757, 792-193). En revanche, les processus mésophiles utilisent moins d'énergie
pour le chauffage (794) et sont généralement moins affectés par les effets inhibiteurs de 'ammoniaque
libéré pendant la minéralisation des protéines (795-796). Enfin, si la température devient trop
importante (conditions hyperthermophiles) une diminution du rendement de méthane ainsi qu'une
accumulation d'AGV sont observés. L'activité des méthanogeénes non hydrogénotrophes est par ailleurs

réduite a la température de 65°C (797).

Ces ¢études se sont souvent limitées a l'interprétation des données physico-chimiques sans prendre en
compte les données de populations. Toutefois, I'impact de la température sur le développement des
communautés microbiennes dans les procédés de digestion anaérobie est trés important et différentes
études qui le montrent ont été réalisées (798-202). La plupart de ces études se sont concentrées

spécifiquement sur la structure de la communauté Archaea.

Les ¢études de Wu ez a/(203), Hernon et al.(198) et Levén et al.(204), montrent que les populations
microbiennes sont différentes selon les températures considérées. L'étude d'Hernon montre par
exemple le développement plus important des bactéries de la classe Chstridia en conditions

thermophiles (Figure 20).
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Gammaproteobacteria
7% Gammaproteobacteria
6%

Deltaprotecbacteria
8%

Bacteroidetes 6%
Bacteroidetes

31%

Actinobacteria Nitrospira 10%

13%

Clostridia 16%

Spirochaetes 25% Clostridia 78%

Figure 20 : Populations bactériennes identifiées au cours de la digestion anaérobie a différentes températures.
D’aprés (198)

Cependant ces résultats ont été obtenus a partir de banques de clones et ne sont donc pas quantitatifs
en théorie. Malgré tout, les populations microbiennes sont différentes et de ce fait la dégradation de
mémes substrats se fait par des communautés microbiennes adaptées aux différentes températures,
probablement en faisant appel a des voies métaboliques spécifiques. Pour les archées, une étude de
Conrad (205) montre qu'avec l'augmentation de la température on observe une part croissante de
méthane produite via la voie hydrogénotrophe pouvant atteindre 100% a 50°C. Il semble donc que les
voies de synthése du méthane varient avec la température. De méme, Li décrit en 2007 (722) les flores

de dégradation de la cellulose a 35°C et 55°C et constate d'importantes différences.

La température est donc un parametre particuliecrement important de la digestion anaérobie et pourrait
étre utilisée comme un levier d'action en ingénierie écologique. Ainsi un changement de température
pourrait induire des modifications importantes de la flore du bioréacteur et des voies métaboliques
utilisées. La facon dont des changements successifs pourraient permettre d'aboutir a une biomasse

« optimisée » vis-a-vis d’une fonction donnée reste toutefois indéterminée a ce jour.

5.1.2.2. Le pH et les acides gras volatils

Le pH optimum de fonctionnement d'un digesteur anaérobie est aux alentours de la neutralité. Le
pouvoir tampon du milieu joue un réle important pour maintenir la stabilité du systeme. Ainsi, I’étape
d’hydrolyse peut étre fortement inhibée lorsque le pH chute suite a une accumulation des AGV (si le
pH du milieu est trop faible, le différentiel avec le pH intra-cellulaire est trop important et les acides
intracellulaires s'accumulent). Veeken ¢# a/. ont d’ailleurs montré que le pH est le facteur majeur qui
controle le taux d’hydrolyse du procédé de fermentation anaérobie, et non la concentration en AGV
elle-méme (206). De méme pour la méthanogenese, le pH optimum se situe entre 6,8 et 7,4 (737). Les
archées méthanogenes peuvent étre inhibées par une chute de pH. Cependant, une étude récente
rapporte un résultat surprenant: la méthanogenese a partir de I'acide acétique en condition acide
(pH=4.5) aurait un rendement de méthane de 30% supérieur a celui obtenu en conditions neutres dans

un réacteur mésophile (73).

Au-dela de son influence sur le pH, la concentration en AGV peut également influencer les différentes

étapes de la digestion anaérobie. Cependant, a ce jour, aucune tendance nette ne s'est dégagée sur le role
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et les concentrations d'inhibition des différents AGV, et celles-ci font encore débat. Divers travaux ont
été réalisés et produisent des résultats différents, probablement en raison de la spécificité des systemes
d'étude. Ces aspects ne seront pas développés dans cette synthese, le lecteur pourra trouver différents

exemples dans les références suivantes (797, 206-210).

5.1.3. Ajouter des substrats simples pour stimuler et orienter

Pactivité microbienne
5.1.3.1. Principe

Différentes sous-voies métaboliques de dégradation de la mati¢re organique et en particulier de la
cellulose sont possibles, c'est-a-dire que la dégradation peut passer par des intermédiaires différents. Les
différents types de réactions peuvent se dérouler en méme temps, ou alors certaines peuvent étre
privilégi¢es par rapport a d'autres. L'orientation vers un type de réaction plutot qu'un autre dépend des

parametres physico-chimiques du milieu, mais également des microorganismes présents (9, 277).

D'un point de vue opérationnel on peut préférer que la dégradation d'un substrat passe par certaines
voies métaboliques plutét que d'autres, dans le cas par exemple ou un des intermédiaires formés
pourrait étre valorisable, ou alors pour orienter la dégradation vers des voies ayant des cinétiques de
production de méthane plus importantes et donc des rendements accrus dans des méthaniseurs. Pour
cela, on peut imaginer spécialiser un bioréacteur dans la réalisation d'une fonction ou d'un groupe de
fonctions en particulier. Il faudrait dans ce cas que la contrainte imposée sur I’écosysteme microbien du
bioprocédé induise la dégradation du substrat selon des voies métaboliques spécifiques et controlées.
Une des solutions possibles pour y parvenir serait de spécialiser la biomasse complexe initialement
contenue dans le bioréacteur en une biomasse spécifique, pour laquelle la dégradation des substrats

serait toujours orientée selon les mémes voies métaboliques.
5.1.3.2. Le « priming-effect »

Afin d'illustrer ces idées, on peut citer comme paralléles les phénomenes dits de « priming-effect », ou
effets d'amorce, introduits par Bingemann en 1953 (272). Ils ont été particulicrement étudiés dans les
sols. Dans ce cas, on partle de priming-effect lorsquun traitement du sol (addition d’une substance au
sol) a pour conséquence une modification des performances de minéralisation de la mati¢re organique
(amélioration/modification/retard, etc.). Dans sa revue publiée en 2000 (273), Kuzyakov dresse un
bilan des nombreux cas de priming-effect observés et émet des hypothéeses pour les expliquer. Parmi les
différents cas possibles, 'auteur distingue les situations ou le priming-effect observé s’accompagne de
modifications importantes des populations et de l'activité microbienne a 'origine de la minéralisation
du sol. Méme ¢’il apparait évident dans ces cas que le traitement du sol a modifié les communautés
microbiennes avec pour conséquence des changements dans les performances de minéralisation du sol,
les mécanismes biologiques et physico-chimiques en jeu ne sont pas clairs. Les auteurs émettent par
exemple hypothése que 'ajout de nouveaux substrats carbonés facilement dégradables dans le sol
pourrait augmenter Pactivité microbienne en général et donc la minéralisation du sol, peut-étre par co-

métabolisme. Cependant, d’autres hypothéses « non biologiques » sont également avancées. En 2003,
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Fontaine va plus loin et imagine que I'ajout de substrats simples provoquerait le développement d’une
communauté spécialisée dans ces substrats simples, induisant une compétition globale pour Iénergie et
les nutriments avec les microorganismes dégradant la matiére plus complexe, ceux-ci devenant en

conséquence plus actifs et performants (274).

En 2005, Hamer étudie l'influence de différents substrats sur le priming-effect dans différents types de
sols (275). Il met en évidence des priming-effect de plus ou moins grande importance (positifs ou
négatifs) avec les différents substrats, et il semble que le priming-effect soit le plus important dans les
sols les moins biodégradables ou le substrat « simple » apporterait une grande quantité d’énergie aux
microorganismes dégradant la maticre complexe. Les mémes auteurs travaillent également sur des
systemes avec ajouts répétés de substrats (276). Cette répétition a pour conséquence une augmentation
du priming-effect qui se traduit par une meilleure dégradation des matieres organiques complexes. Pour
les auteurs, le co-métabolisme ou 'augmentation de la quantité de biomasse ne suffisent cependant pas
a expliquer le priming-effect. Celui-ci serait également di a des changements de structure de la
communauté microbienne qui s'adapte au substrat ajouté. Toutefois, les auteurs ne disposent pas de
données moléculaires pour étayer leurs hypothéses. Dans ce sens, Blagodatskaya (277) passe en revue
les différentes hypothéses concernant les mécanismes de priming-effect et essaie de faire le lien avec les
populations microbiennes. L'auteur souligne tout d'abord que le priming-effect n'implique
généralement pas un unique mais plusieurs mécanismes et donc une succession de réactions et de
communautés microbiennes. Cependant, la plupart des travaux se sont intéressés aux conséquences et
pas aux causes du priming-effect, et malgré le développement des techniques moléculaires, peu de
travaux les mettant en jeu sont répertoriés et peu de données écologiques explicatives sont disponibles.
Les auteurs suggerent de relier les futures observations a des données de biologie moléculaire, sur la
dynamique et I'activité des communautés microbiennes, afin de progresser dans la compréhension des
phénomenes observés. De méme, Kuzyakov publie en 2010 une nouvelle revue sur le priming-effect
(218). 11 actualise les données de sa précédente revue (273), fait un point sur les nouvelles techniques
permettant de mesurer les priming-effect et conforte le réle des microorganismes dans les phénomenes
observés, méme si ce role reste trés méconnu. Enfin, récemment, des phénomenes de priming-effect
ont également ét¢ mis en évidence dans des écosystemes aquatiques (279). Les auteurs émettent
I'hypothese que le priming-effect serait un phénomeéne général des écosystemes. L'importance
¢cologique du phénomene serait donc beaucoup plus grande que celle imaginée initialement pour les

sols. De nombreuses questions demeurent malgré tout en suspens.

On voit avec ce paralléle que I'apport de substrats simples a des communautés complexes dégradant de
la matiére complexe peut avoir des conséquences importantes a la fois en termes de structure des
populations et de performances de dégradation. La complexité de la matrice « sol » et le faible nombre
de travaux impliquant I'étude des microorganismes n'ont pas encore permis de déterminer toutes les
clés responsables du priming-effect, mais les possibilités d'exploitations dans des systémes voisins
semblent tres importantes, sous réserve d'aller plus loin dans la compréhension des phénomenes

biologiques impliqués.
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5.1.4. S’inspirer d’autres systémes microbiens

L'hydrolyse est généralement considérée comme le processus le plus lent et incomplet de la digestion
anaérobie et reste donc l'étape limitante dans la dégradation du matériel cellulosique (220). Par
conséquent, une augmentation du taux d'hydrolyse devrait mener a une augmentation de l'efficacité
globale du procédé anaérobie de digestion. Les innovations permettant d’augmenter le taux d'hydrolyse
sont cependant actuellement contraintes par le fait que I'écologie et les mécanismes microbiens de
I'hydrolyse au cours de la dégradation anaérobie de la cellulose sont peu étudiés, en particulier au sein

des ISDND ou des digesteurs anaérobies.

Les systemes biologiques animaux de dégradation de la cellulose semblent quant a eux étre beaucoup
plus performants, sans doute suite a un processus de sélection et d'évolution tres long. Par exemple, le
consortium microbien présent dans le rumen de bovin hydrolyse la cellulose a 60-65% dans une durée
relativement courte (jusqu'a 48 h), et il a méme été rapporté que les termites sont capables d’assimiler la
cellulose de bois a un taux supérieur a 90% (227). Dans les systemes microbiologiques complexes,
comme dans le sol ou dans un méthaniseur, la cellulose est décomposée a une échelle de temps
beaucoup plus longue allant du mois a l'année. De plus, nous I'avons vu, un petit pourcentage de la
cellulose est inaccessible aux attaques enzymatiques, particulicrement si elle est partiellement couverte

par de la lignine.

Des bioprocédés reproduisant ou mimant les systemes de digestion anaérobie naturels pourraient donc
se montrer particulierement performants pour accélérer cette étape d'hydrolyse (222-223). Dans le but
d’essayer d’exploiter les fonctions des digesteurs naturels, on peut imaginer ajouter un consortium
microbien plus performant a travers des apports de biomasse exogene, ou bioaugmentation. Intéressons
nous plus en détail anx systemes animanx de dégradation de la cellulose, en particulier anx ruminants, puis aux

potentialités de bioaugmentation on co-inoculation.

5.1.4.1. Exemple d’un systeme particulierement performant : le rumen

= Quelques éléments clés

Les humains, et d'une maniére plus générale les autres animaux n'ayant qu'un seul estomac, ne peuvent
pas digérer la cellulose, le plus abondant des polymeres organiques. Au contraire, les ruminants
fournissent un habitat, le rumen, a des microorganismes anaérobies qui peuvent le faire. La digestion
dans le rumen est méme considérée comme le plus important des procédés de fermentation (224) avec
un volume total d'environ 2.10"" L (225). Le role clé des microorganismes dans ces systémes peut étre
illustré par le fait qu'environ 90 % des acides aminés qui atteignent l'intestin gréle proviennent des
microorganismes du rumen (224). De plus, il semble que I'écosysteme ruminal soit le plus élégant et
évolué des systemes digérant la cellulose dans la nature (225). En effet, le tractus gastro intestinal des
herbivores contient un microbiome qui procede, de facon hautement spécialisée, a I'hydrolyse et la

fermentation rapides de la partie lignocellulosique de leurs aliments.

Comme les aliments ne restent dans le rumen que pour une courte durée, la vitesse de dégradation de la

cellulose doit y étre tres rapide. Celle-ci est facilitée par la rumination, au cours de laquelle les aliments
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retournent dans la bouche pour étre remachés. Ceci permet une fragmentation importante de la
cellulose, et la surface accessible aux microorganismes augmente considérablement (jusqu'a 10° fois)

grace a la diminution de la taille des particules. La dégradation de la cellulose est ainsi plus efficace
(224).

m Flore du rumen

L'écosystéme microbien du rumen contient environ 30 espéces principales de bactéries (10'°-10"/ml),
40 espéces principales de protozoaires (10°-10"/ml) et 5 espéces principales de champignons (<10°/ml)
(226). Enfin, seulement 4% des microorganismes ruminaux sont des archées (227). Les genres
principaux retrouvés sont Methanobrevibacter, Methanomicrobiaceae et Methanosarcinaceae (228-229). Parmi les

bactéries, les genres Bacteroidetes et Firmicutes sont souvent prédominants (230).

On peut classer les bactéries du rumen en cing groupes :

e les bactéries libres

e les bactéries attachées de facon lache a la nourriture
e les bactéries attachées de facon ferme a la nourriture
[ ]

les bactéries associées a I'épithélium du rumen

e les bactéries associées a des protozoaires ou a des champignons
Les groupes 2 et 3 représentent environ 75% des populations microbiennes totales (226).

Le rumen fonctionne avec une densité en microorganismes trés élevée (environ 15% en masse) et se
distingue par une communauté microbienne dense, active et stable qui réalise une hydrolyse et une
fermentation rapides de presque tous les composants de la biomasse (225). Néanmoins, la fermentation
de la cellulose peut étre augmentée par des conditions environnementales favorables telles qu'une

température constante de 39°C, un potentiel d'oxydoréduction de -0.4V ou un pH neutre (225).

= Hyvdrolyse dans le rumen

Les bactéries cellulolytiques prédominantes du rumen sont Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus flavefaciens
et Ruminococcns albus (226). Les espéces dominantes présentes dans le rumen peuvent varier en fonction
de l'espece animale, du régime alimentaire, de la localisation géographique et des méthodes de

quantification, mais en général F. succinogenes est plus présente dans le rumen que les ruminococci (237).

Ces bactéries ont développé une spécialisation nutritionnelle extrémement importante pour la cellulose
(232). Elles sont capables d'utiliser la cellulose et ses produits d'hydrolyse comme leur principale source
d'énergie (226). Leur activité cellulolytique est également la plus efficace de tous les microorganismes
mésophiles, avec un taux de dégradation de 0.1 h™ (qui correspond a la vitesse de croissance spécifique
des bactéries cellulolytiques du rumen sur la cellulose (225)). La bactérie anaérobie thermophile
Clostridinm thermocellum est la plus efficace avec un taux de dégradation de 0.16 h'. La quantité de

, - s N , . 1 . [N
bactéries (matiere séche) dans le rumen étant d'environ 10 g7, ceci conduit a un rendement de
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dégradation de 5 g de cellulose L' h (224), c'est-a-dire 288 kg de DCO.m™j-1 2 comparer aux 1 a 40

réalisés par les méthaniseurs industriels (277).

= Rumen et méthanogenése

L'étape de méthanogenese permet aux communautés microbiennes du rumen de maximiser la
récupération énergétique globale de la noutriture sous forme d'ATP par le transfert de H,. Dans le

rumen, la méthanogenése a lieu presque completement sous forme de la réduction du CO, pour la voie
hydrogénotrophe (H;+C0; = CHy). Théoriquement, la méthanogenése acétoclaste est également

possible (acétate - CO,+ CHy). En pratique cette réaction n'a quasiment pas lieu dans le rumen car le
temps de rétention est plus cours que le temps moyen de doublement des méthanogenes acétoclastes
(225).

Les écosystemes animaux de dégradation anaérobie de la cellulose dans le rumen sont donc
particulierement efficaces, et un méthaniseur de déchets pouvant les reproduire serait tres intéressant.
Voyons quelles sont les possibilités et les difficultés de transposition d'une flore dans un écosysteme

artificiel.

5.1.4.2. Bioaugmentation

De nombreux travaux font état d’expériences de bioaugmentation avec des biomasses variées afin
d’apporter une fonctionnalité non présente dans un écosystéme microbien, ou encore pour remplacer
I’écosysteme présent par un autre plus performant. En particulier, le traitement des eaux usées fait
souvent appel a de la bioaugmentation en conditions aérobies. Les effets de ces bioaugmentations sont
selon les cas plus ou moins efficaces (783). Les raisons avancées en cas de non succes sont diverses,
mauvaise adaptation des microorganismes inoculés, insuffisance de la quantité de substrat, compétition

entre la biomasse initiale et les especes ajoutées, prédation, etc. (233).

En digestion anaérobie, les tentatives de bioaugmentation sont d’une maniere générale moins
nombreuses. Des auteurs ont évalué l'intérét d’une bioaugmentation pour un retour a un état stable
plus rapide suite a une perturbation du digesteur (234-235). D’autres encore s’intéressent a
I'introduction d’une biomasse exogeéne pour améliorer la dégradation d’un substrat récalcitrant, ou
encore améliorer les rendements de production de méthane (236). Ainsi, Angelidaki ez a/. travaillent sur
la dégradation anaérobie du fumier et en particulier sur celle des fibres récalcitrantes. Différents
traitements mécaniques, chimiques ou enzymatiques ont ¢été testés dans ce sens, mais les auteurs
concluent que les meilleurs résultats sont obtenus aprés bioaugmentation par une souche pure
dégradant 'hémicellulose, la bactérie B4, qui augmente le potentiel de production de méthane de 30%
par rapport aux témoins. En 2000, Cirne ef a/. ont testé I'influence d’une bioaugmentation avec une
souche pure de bactéries anaérobies lipolytiques issues du rumen (Clostridium lundense (DSM 17049)) sur
la digestion de déchets riches en lipides (237). Ils observent une vitesse de production du méthane plus
rapide que sur les témoins, méme s’ils n’ont pas pu valider que la souche lipolytique s’était implantée.
Duran et al. évaluent quant a eux en 2006 leffet d’un produit commercial de bioaugmentation

contenant des bactéries des gentres Bacillus, Psendomonas, and Actinomycetes sur la digestion anaérobie de
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solides, et en particulier la consommation des AGV et Iémission d’odeurs (238). Ils observent une
production de méthane accrue, une moindre accumulation ’AGV et une réduction des quantités de
molécules odorantes produites dans le réacteur bioaugmenté. L’origine de ces résultats n’est pas claire.
Les auteurs émettent ’hypothese que la bioaugmentation aurait pu améliorer les étapes d’hydrolyse ou

de fermentation, ou encore modifier les voies métaboliques empruntées au cours de la dégradation.

Les possibilités de bioaugmentation sont donc nombreuses, et méme si leurs effets ne sont pas encore
toujours tres bien compris, les potentialités de modification de la biomasse, d’introduction d’une
fonctionnalité nouvelle ou d’amélioration de la dégradation ou encore de la production de biogaz
semblent prometteuses. Les nouveaux outils de la biologie moléculaire (¢f. paragraphe 2) donneront un
éclairage nouveau pour mieux interpréter les conséquences de ces manipulations afin d’en faire des

leviers environnementaux pour I'ingénierie écologique.

5.1.5. D'autres leviers d'action sont possibles

Bien entendu, les exemples donnés dans les paragraphes précédents ne constituent pas une liste
exhaustive des leviers d'action possibles, mais sont quelques exemples de parametres facilement

modulables et dont on peut imaginer qu'ils auront un effet visible sur les systemes.

On peut essayer de construire d'autres leviers en modifiant les parameétres physico-chimiques des
milieux, comme la concentration en certains sels ou éléments rares. Des modifications de la biomasse
complexe sont également possibles pour éliminer certaines de ses composantes, par aération par
exemple ou d'une maniére plus complexe en faisant appel a des virus qui détruiraient spécifiquement
certains types de microorganismes (9, 277). On peut également travailler sur la conception des
méthaniseurs pour faciliter le développement de certaines populations, par exemple en procurant des
supports pour des microorganismes se développant en biofilm, ou en ajustant le brassage au sein des
réacteurs pour mieux convenir aux populations a favoriser. On peut aussi jouer sur la nature et la
composition du substrat introduit en entrée de méthaniseur. Ainsi «codigérer» plusieurs substrats en
méme temps pourrait se révéler bénéfique pour les différentes populations de microorganismes

produisant des intermédiaires utiles aux unes et aux autres mutuellement.

La palette des leviers possibles est donc tres grande, et il est impossible de la définir a priori avec les
connaissances actuelles. Des connaissances approfondies de la diversité microbienne des bioprocédés,
de leur métabolisme et de leur physiologie, en prenant en compte I’écosysteme d’une manicre globale
sont encore a acquérir. L'ingénierie des bioprocédés va se construire progressivement, pas a pas, afin
d'arriver 2 des modulations de plus en plus fines des processus avec des leviers environnementaux
adaptés. Le défi est de déterminer quels types de perturbations permettront de satisfaire la mise en

place d’un systéme répondant a nos besoins (239).
5.2.Sur quels concepts écologiques s'appuyer ?

Nous I'avons vu au début de la partie précédente, afin de pouvoir mener a bien I'ingénierie écologique
des bioprocédés, un cadre théorique est nécessaire. Différentes théories écologiques ont été

développées afin de faciliter les mesures de la diversité des especes, des évolutions de répartition au sein
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de la communauté ou encore les effets de différents parametres et d’interactions sur les populations.
Cependant, ce cadre théorique a été développé autour de macrosystemes, mais il n’existe que peu
d’éléments développés spécifiquement pour les écosystemes microbiens. Toutes les théories
¢cologiques macroscopiques ne peuvent pas ¢tre adaptées a une échelle microscopique. Voyons sur

lesquelles nous pouvons nous appuyer.

5.2.1. Mesure de la stabilité, résilience et résistance

Dans la gestion des bioprocédés, il est trés important de pouvoir déterminer quand un systeme est
stable mais plus difficile de prévoir son instabilité. De méme, il est important de savoir comment un
systeme est capable de résister a une perturbation extérieure, et comment il se comportera dans le cas
ou les conditions environnementales redeviendraient les mémes apres une perturbation, en d'autres
termes pourrait-il retrouver son état normal (résilience). Dans un cadre plus écologique et plus global, 1a
gestion des écosystemes en vue de latteinte d’états stables et résilients constitue un objectif tres
largement partagé. Différentes composantes de la stabilité ont d’ailleurs été énoncées : la résilience, qui
est mesurée par la vitesse de retour a I’état d’équilibre initial suite 2 une perturbation ; la résistance, qui
traduit la capacité a rester a ’état original lors d’une perturbation ; la robustesse, qui estime le niveau de
perturbation que peut tolérer un systeme avant de passer dans un autre état ; et enfin la persistance, qui

indique si un systéme est capable de se maintenir au cours du temps ou non.

En particulier, de tres nombreux travaux théoriques et expérimentaux ont été réalisés afin d’étudier la
relation entre biodiversité et stabilité fonctionnelle et microbienne des systemes (27, 240). L’évolution
des conclusions sur cette relation montre a quel point la stabilité est une notion difficile a appréhender
et a comprendre. Ainsi, dans les années 60, on estime que la diversité (complexité) du systeme engendre
la stabilité. Plus il y a de flux d’énergie (interactions) entre les membres de I’écosysteme, plus celui-ci est
stable a la perte de 'un d’entre eux. Des travaux réalisés au début des années 70 vont plutot dans le
sens d’une corrélation inverse, la complexité du systeme engendrerait une moindre stabilité, le systeme
pouvant moins facilement retourner a son état d’équilibre suite a une perturbation du fait de la plus
grande complexité des interactions et donc d’un risque accru de propagation des perturbations dans le
systeme, celles-ci pouvant se maintenir. Finalement, dans les années 90, de nouvelles approches de la
notion d'écosysteme, faisant un lien explicite entre la variabilité des espéces et la variabilité des
propriétés des écosystemes ramenent a l'idée initiale que la diversité engendre la stabilité. En particulier,
on pense que la biodiversité tamponne l'effet des perturbations sur le déroulement du processus. Des
compensations fonctionnelles dues aux réponses différentes des especes a la perturbation donnent
l'assurance d'un meilleur fonctionnement de I'écosysteme, les espéces redondantes pouvant montrer
une complémentarité temporelle assurant la continuité des fonctions. Cependant, malgré tous les
travaux réalisés pour comprendre les phénomenes a l'origine de la relation stabilité-diversité, les
¢cologues débattent encore aujourd’hui sur l'universalité de la corrélation positive entre ces deux
notions (241-248).

Ces approches ont principalement été réalisées sur des systemes macroscopiques, mais depuis quelques
années, des travaux sur des communautés microbiennes ont été publiés précisant I'importance de ces

notions. Kaewpipat étudie I’évolution de populations microbiennes dans un digesteur aérobie au cours
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du temps. Il observe que des réplicats préparés dans les mémes conditions présentent des dynamiques
de diversité des communautés importantes, méme si les performances globales des systémes ne varient
pas (249). De plus, pendant un temps les dynamiques sont les mémes dans les réplicats, mais elles
finissent par diverger. L’auteur suggere pour éviter les divergences de préadapter les communautés aux
conditions expérimentales. On retrouve des conclusions proches dans les travaux de Fernandez (250) et
de Zumstein (257). Fernandez étudie par ARDRA les dynamiques des archées et des bactéries d’un
réacteur de méthanisation. Elle observe des évolutions dans les populations d’archées et d’importantes
variations chez les bactéries au cours du temps, ainsi que des modifications dans les métabolismes mis
en jeu. Malgré cela, les performances globales du systeme restent inchangées. Il semblerait donc dans ce
cas quune extréme plasticité dans la composition des communautés microbiennes permette de
maintenir un fonctionnement stable de I’écosysteme. Zumstein obtient des résultats équivalents avec
analyse par SSCP de réacteurs anaérobies. Elle suggére que la dynamique importante observée serait
due a différents parametres biotiques, comme des phages ou de la prédation (le systeme étant continu
et les parametres physicochimiques constants). De la méme fagon, Hoshino s’intéresse en 2006 aux
communautés de dégradation aérobie des eaux usées (252) et montre 'importance de la succession de

différentes communautés pour mettre en place un processus aux performances stables.

Pour McMahon, les concepts de perturbation et stabilité sont primordiaux pour comprendre et gérer
les systemes microbiens. Ils doivent étre considérés de différentes fagons (239). Tout d’abord il faut
considérer les perturbations abiotiques qui sont inévitables. Dans ce cas si 'on souhaite maintenir la
redondance fonctionnelle pour résister aux perturbations et maintenir un systeme stable, i faut
maintenir une diversité microbienne élevée. Cependant, il faut garder a lesprit que les perturbations
peuvent étre utilisées pour mieux controler les communautés microbiennes (27, 253). Cette fois, on ne
cherche plus a avoir la diversité la plus grande mais a la controler. Ce n’est pas forcément incompatible
avec le maintien d’un systéme stable. Ainsi McMahon a observé que les digesteurs anaérobies résistaient
mieux aux surcharges organiques quand leurs communautés avaient déja été soumises a des

perturbations (254).

Autant que dans les systemes macroscopiques, stabilité, résistance et résilience sont des notions
essentielles pour suivre et comprendre 'évolution d’un écosysteme microscopique. Cependant, du fait
d’un nombre d’espéces, d’une diversité de niches, d’'une redondance fonctionnelle et d’une quantité
d’interactions beaucoup plus importants et moins connus, 'appréhension et la bonne maitrise de ces
notions restent trés complexes. Il faut toutefois les garder a I'esprit et les intégrer autant que possible

dans les concepts de gestion des bioprocédés.

5.2.2. Mesure de la diversité et de la dynamique des populations

En pratique, quand on étudie la biodiversité d'un écosysteme, l'espece est l'unité la plus accessible, de
cette facon, la diversité peut étre mesurée de plusieurs manieres (richesse, uniformité) (255). Toutefois,
en microbiologie, comme nous l'avons vu, la notion d’espece fait encore 'objet de nombreux débats.
Différentes mesures de la diversité sont heureusement possibles indépendamment dune définition
précise des especes. Par exemple, la diversité génétique rend compte de I'ensemble de l'information

génétique contenue dans les étres vivants, elle est le reflet de la variabilité génétique entre especes et au
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sein d'une méme espéce mais n'est pas accessible aisément et fournit une masse d'informations longue a
interpréter (256). Les microorganismes peuvent ainsi ¢tre regroupés en phylotypes en fonction de la
séquence du gene codant pour PARNr 16S, mais cela ne permet pas toujours de faire le lien avec espéce
et fonction comme dans le cas des systemes macroscopiques. Une autre fagon intéressante de mesurer
la diversité est de traduire les informations données par des marqueurs biologiques en indicateurs,
appelés indices de diversité. Ceux-ci donnent pour un écosysteme a un moment donné une estimation

de la diversité (257-258) exprimée sous forme d'une valeur numérique, plus aisée a interpréter.

5.2.2.1. Les indices de diversité

De nombreux indices de diversité ont été développés a ’échelle macroscopique pour caractériser les
populations des écosystemes. A I'échelle microbienne, les techniques de fingerprinting, ou plus
généralement les techniques utilisant un marqueur moléculaire pour estimer la proximité ou la
différence entre des microorganismes semblent étre les sources d'informations les plus pertinentes et
simples pour estimer la diversité des populations. De fait, différentes tentatives d'appropriation en

écologie microbienne des connaissances développées en écologie classique ont été réalisées.

D'un point de vue pratique, les données issues des techniques d'empreinte génétique (comme I'ARISA
que nous avons utilisée dans ce travail de thése), fournissent différents types de données : pics de
fluorescence (bandes sur un gel) dans les profils (exploitation de données qualitatives type
absence/présence de pics) et/ou leur abondance relative (exploitation de données quantitatives basées
sur l'aire ou la hauteur des pics de fluorescence). Selon les indices de diversité utilisés, toutes ou partie

de ces informations sont exploitées.

Kapley estime que les deux principaux facteurs a prendre en compte pour quantifier la diversité
microbiologique sont la richesse et l'uniformité (« evenness ») (255). La richesse est une mesure des
différentes sortes de microorganismes présents dans un endroit en particulier et 1'équitabilité permet de
comparer I'abondance relative des différentes espéces (si une espéce est beaucoup plus abondante que
les autres, ’équitabilité est faible). L'indice de diversité idéal devrait refléter le nombre de biotypes

différents, leur abondance relative et les distances taxonomiques entre eux.

Les indices les plus couramment utilisés sont les indices de Simpson et de Shannon (259). IIs font appel

a la richesse en espece, et ponderent les groupes en fonction de leur abondance.

e L'indice de Simpson peut se calculer de la maniere suivante :

ou 7 est la taille totale de I'échantillon (par exemple le nombre d'OTUs (operational taxonomic unit) ou
avec des profils ARISA le nombre de bandes identifiées d'un échantillon) et ¢, 'abondance relative du 7
eme phylotype (OTU ou bande d'un profil ARISA).

L'indice de Simpson est une mesure de la probabilité de "tirer" dans I'échantillon deux individus du

méme phylotype (256). 11 est également utilisé sous la forme 1-D, -logD, ou encore 1/D qui varie de 1
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(pour une communauté ne contenant qu'un seul phylotype) a l'infini (pour des populations dont la

diversité biologique est de plus en plus grande).

e L'indice de Shannon est défini de la maniére suivante :
n
H=->0,In(0,)
i=1

ou 7 est la taille totale de l'échantillon et o, représente I'abondance/intensité relative de 1'-éme OTU.

L'indice de Shannon caractérise la redondance de la communauté. 1l reflete la difficulté de prédire
l'identité de I'individu suivant que 'on cherche a identifier. C'est une mesure d'entropie de I'échantillon :
pour une communauté dans laquelle chaque organisme est distinct des autres, I'entropie est maximisée
(256). Ainsi plus la communauté est riche en OTUs, plus H augmente. Cet indice est influencé par les
variations d'abondances des OTUs rares (260).

Ces deux indices sont utilisés pour estimer la diversité d'échantillons que I'on souhaite comparer entre
eux. Par exemple Cardinale ¢ al. (267) comparent les performances de plusicurs sets d'amorces
universelles ciblant les bactéries pour 'ARISA par l'intermédiaire des indices de Shannon et Simpson

obtenus a partir de différents types d'échantillons.

Ces indices, et d’'une maniere plus générale les indices de diversité biologique, apportent une
information globale sur la richesse en especes des communautés. Cependant, ils n’offrent pas la
possibilité de différencier des communautés de méme richesse en espece mais dont la composition
serait différente. Les indices de similarité/dissimilarité le permettent. Ils ne tiennent pas compte
uniquement de la diversité de chaque échantillon, mais comparent les échantillons deux a deux. Parmi

les indices utilisés, on peut citer par exemple I'indice de Sorenson et I'indice de Jaccard.
e L'indice de Sorenson se calcule de la maniére suivante :

2n
X+Yy

Cs=

ou 7 correspond au nombre de phylotypes communs aux deux échantillons, x et y étant le nombre de

phylotypes contenus dans les échantillons X et Y respectivement (262).
e L'indice de Jaccard se calcule de la maniére suivante :

n

J=—
N+X+y

ou # désigne le nombre de phylotypes communs aux deux échantillons comparés, et x et y le nombre de
phylotypes présents dans 1'un des échantillons mais absents dans 'autre. Cet indice permet d'obtenir un
pourcentage de similarité entre les deux échantillons étudiés. Dans certains cas, on utilise plutot la
distance de Jaccard (1-]) qui permet d'obtenir un pourcentage de dissimilarité entre les échantillons
(263).



Synthése bibliographique

Cette approche par similarité/dissimilarité est qualitative (données de présence ou absence) mais ne
tient pas compte des abondances relatives entre les especes. Hill présente d'autres indices de diversité
ou modeles d'abondance que nous n'aborderons pas ici (259). Afin d'exploiter les indices de diversité
obtenus, différentes méthodes statistiques sont possibles. Kent compare par exemple les communautés
bactériennes de différents lacs (264) a l'aide d'ANoSIM (ANalysis of SIMilarity) qui permet de
déterminer si des profils sont statistiquement différents. De méme Nelson l'utilise pour déterminer
I'impact du NaCl sur les populations microbiennes du sol (265). Nous ne présenterons pas en détail les
différents tests possibles, mais ceux utilisés dans ce travail de these seront présentés au fil du texte du

manusctit.

Ces indices ont fait leurs preuves dans le domaine macroscopique et sont aujourd'hui de plus en plus
utilisés dans les systemes microbiens. Intéressons-nous de maniere prospective aux développements des
mesures de la diversité dans les systemes macroscopiques afin d'imaginer les perspectives d'évolution de

mesure de la diversité des systemes microbiens.

5.2.2.2. De nouvelles mesures de la diversité

Marzorati (266) propose en 2008 un outil d’interprétation théorique des profils de fingerprinting en
général, basé sur trois parameétres. Un représente la richesse, I'autre la dynamique et le dernier des traits
fonctionnels. Le calcul de ces trois parameétres permet de représenter les communautés microbiennes

(profils de diversité) en trois dimensions et de les regrouper.

Par ailleurs, de nouveaux indices tendent a étre utilisés pour ’écologie des systemes macroscopiques
afin de réaliser les mesures de diversité les plus fonctionnelles possibles. En effet, jusqu'a présent les
approches étaient plutot taxonomiques, on a maintenant une approche par trait, pour essayer de plus se
focaliser sur I'aspect fonctionnel. On essaye de mettre en relation l'identité fonctionnelle avec un
classement taxonomique (267). Le lien diversité fonction est plus difficile 2 mettre en ceuvre car il faut
faire appel a des données sur le fonctionnement de I’écosysteme (ce serait par exemple la fonction de
dégradation de la cellulose dans notre cas). Les connaissances sont encore trop lacunaires concernant
les écosystemes microbiens, mais des approches corrélatives seraient idéales afin de mettre en lien
l'abondance d'une espece particuliere avec une quantification d'un parameétre (dégradation de la
cellulose, production de gaz ou autre donnée physicochimique). Par ailleurs, d’autres indices prennent
en compte Iidentité, 'abondance et les différences entre les especes (entropie quadratique) (266). Les
différences entre espéces peuvent étre mesurées avec des différences taxonomiques (divergence de
séquences par exemple), et des différences de caractéristiques fonctionnelles (de maniére qualitative au
niveau trophique, réalisation d'une fonction ou non, ou de fagon quantitative avec par exemple

l'efficacité de la dégradation de certains métabolites). Ces approches sont plutot descriptives.

Afin de simplifier I'é¢tude de systemes microbiens complexes, l'idéal serait de pouvoir repasser a une
échelle plus réduite par 1'étude de la diversité au niveau de niches écologiques, c'est-a-dire autour de
certains métabolites associés a certains microorganismes seulement. Il faut pour cela quantifier les
fonctions. Enfin, on peut penser a des méthodes de «Capture-Marquage-Recapture» pour déterminer

l'abondance totale d'une espece. En effet, le biais est moins grand en réalisant plusieurs relevés
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d'échantillons qu'un seul (les probabilités de trouver « tous » les microorganismes au final sont plus
grandes). Ces méthodes permettent d'estimer le nombre total de représentants d'une espece dans une
communauté et de donner des informations sur 1'abondance. Des logiciels comme ComDyn ont été

développés a cet effet (269).

De nombreux concepts sont donc disponibles, il ne reste plus qu’a les adapter a I’échelle microbienne
ou a obtenir une quantité d’informations suffisante sur les microorganismes pour pouvoir utiliser ces

outils.

6. Conclusion

Cette synthese introductive a permis de présenter le contexte du travail qui a été réalisé pendant cette
these. On voit se dessiner les enjeux de 'implantation de I'ingénierie écologique au sein des bioprocédés
microbiens. Des travaux sont nécessaires pour une bonne mise en place, mais de nombreux outils sont
déja disponibles. L'écologie, l'ingénierie et la microbiologie doivent étre adaptés pour mieux soutenir
l'interdisciplinarité (239) et faire converger les concepts et les approches. Ainsi, on pourra atteindre
I'objectif de gestion optimisée et controlée des bioprocédés de dégradation anaérobie des déchets ligno-

cellulosiques a travers I'ingénierie écologique des communautés microbiennes.
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La production croissante de déchets et les objectifs de réduction des impacts environnementaux
associés poussent a 'amélioration des méthodes actuelles de gestion. Parmi celles-ci, les éléments de
contexte présentés dans le chapitre précédent mettent en avant les potentialités importantes offertes par
les bioprocédés de traitement anaérobie des déchets. Ces méthodes reposent sur I'exploitation des
fonctions de microorganismes capables de réaliser la dégradation de macromolécules en molécules plus
petites, jusqu’au méthane, composant énergétique valorisable du biogaz. Pour améliorer ces modes de
traitement, il faut mieux comprendre le fonctionnement de I’écosysteme microbien des bioprocédés et
apprendre a stabiliser, modifier, voire orienter son comportement. Pour cela la démarche d’ingénierie
écologique semble fournir des concepts et des méthodes nouveaux, trés prometteurs bien que peu ou

pas encore exploités dans ce type de systeme.

Dans cette perspective, 'objectif du travail présenté dans ce manuscrit est d’évaluer la possibilité de
mettre en place une démarche d’ingénierie écologique des communautés microbiennes dans les
bioprocédés de traitement anaérobie des déchets ligno-cellulosiques. En ce sens, je me suis interrogé
sur les conséquences écologiques et métaboliques de DPapplication de leviers

environnementaux aux écosystemes microbiens complexes de bioprocédés anaérobies.

Pour cela, plusieurs leviers environnementaux ont été sélectionnés. Les conséquences des perturbations
apportées par ces leviers sur les dynamiques métaboliques et écologiques de bioréacteurs anaérobies
dégradant de la cellulose ont été évaluées. Différents indicateurs physico-chimiques ont été utilisés pour
caractériser la dégradation de la cellulose (production de molécules intermédiaires, production de
gaz...). Les outils de la biologie moléculaire ont permis de caractériser les dynamiques microbiennes a
Iéchelle des communautés (par fingerprinting) ou des individus (par séquengage). L’utilisation
d’isotopes stables (cellulose marquée °C), technique de « stable isotope probing » a permis de réaliser
un tragage précis des flux de matiéres (intermédiaires de dégradation de la cellulose enrichis en "°C) et
des microorganismes impliqués dans la chaine de dégradation de la cellulose (groupes microbiens
fonctionnels). Les bioréacteurs utilisés sont des modeles simplifiés, ne reproduisant pas ’ensemble des

contraintes de systemes industriels, mais idéaux dans une premiére approche.

Parmi les différents leviers environnementaux possibles, trois ont été retenus. Le premier était physico-
chimique. Il s’agissait de la température. Le deuxieme consistait en une adaptation préalable d’une
biomasse complexe par incubation avec des molécules simples avant mise en présence de cellulose. Le
dernier consistait en la co-inoculation de diverses biomasses exogenes avec une boue anaérobie. Ces
différents leviers ont été choisis car ils étaient susceptibles d’avoir des conséquences importantes sur la
digestion de la cellulose et correspondaient a trois catégories d’actions différentes. Dans le cas de la
température, le levier environnemental s’apparentait a un paramectre opératoire facilement controlable.
La préadaptation avec des molécules simples correspondait quant a elle a une simplification de la
communauté microbienne complexe alors que la co-inoculation s’apparentait a une complexification de

cette communauté.

Le chapitre qui suit, intitulé matériel et méthodes, décrit les systemes expérimentaux et les méthodes
analytiques utilisés. Il présente également en détail le travail expérimental réalisé pour I'étude de chaque

levier environnemental. Les trois chapitres suivants présentent les résultats obtenus apres 'application
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de chacun des trois leviers environnementaux décrits plus haut. Ces résultats sont discutés a la fin de
chacune des parties. Une discussion plus globale est présentée ensuite. Elle synthétise 'ensemble des
résultats obtenus et essaye de dégager de grandes tendances afin d’évaluer les conséquences écologiques
et métaboliques de I'application de leviers environnementaux aux écosystémes microbiens complexes

de bioprocédés anaérobies, et les possibilités d’en faire des outils pour I'ingénierie écologique.
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1. Systéme expérimental

Pour étudier les processus de dégradation de la cellulose, des incubations en microcosmes anaérobies
ont été utilisées (Figure 21). Ces microcosmes sont constitués de bouteilles dans lesquelles on a
introduit un inoculum anaérobie (culot de digestat d'ordures ménageres), du tampon liquide (lixiviat
centrifugé), le substrat a dégrader (cellulose par exemple), et éventuellement une biomasse
supplémentaire dans le cas de co-inoculation. Les bouteilles sont fermées par un septum en caoutchouc
permettant de maintenir des conditions anaérobies. L’air initialement présent est remplacé par de

l’azote. Selon les conditions de 1’étude, les fioles sont incubées a 35°C ou 55°C.

—> Bouchon avec septum en caoutchouc

—» Ciel gazeux

Inoculum + substrat

Figure 21 : Microcosme d'étude de la dégradation anaérobie utilisé dans cette thése.
1.1. Dispositif expérimental

Les bouteilles utilisées comme bioréacteurs anaérobies sont des flacons a plasma de 150 ml utiles (La
Parisienne de Verrerie), en verre borosilicaté. Les bouteilles sont fermées hermétiquement par un
septum en caoutchouc d’une épaisseur de 5,5 mm et une bague a vis en aluminium de 40 mm de
diametre (La Parisienne de Verrerie). Le bouchon en caoutchouc permet de faire une centaine de

prélevements (gaz et liquide) tout en conservant une étanchéité parfaite.

1.2. Inoculum

Afin d'inoculer les microcosmes, du digestat d'ordures ménageres a été utilisé. De la boue de digesteur a
été prélevée dans deux digesteurs anaérobies d'ordures ménageres fonctionnant en conditions
mésophiles (Varennes-Jarcy, 77) et en conditions thermophiles (Graincourt-les-Avrincourt, 62). Le
digestat contenait de nombreux morceaux d'OM de taille importante et non digérés qu'il fallait éliminer
avant utilisation tout en limitant au maximum l'exposition du digestat a l'air pour ne pas tuer les
microorganismes. La viscosité de départ du digestat ne permettait ni de le filtrer ni de le tamiser
directement, par conséquent, le digestat a dans un premier temps été lavé a I'eau, et le mélange obtenu a
été filtré pour éliminer les imputrescibles ou les gros morceaux d'OM résiduels. Pour cela 500 mL d'eau

distillée ont été ajoutés a des fractions de 400 g de digestat. L.e mélange a été agité dans un bocal fermé.
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Apres agitation, le contenu a été aspiré sur un filtre Biichner. Les fractions liquides ont été réunies et
tamisées sur trois tamis (2 mm ; 1 mm ; 0,5 mm). Le liquide obtenu a ensuite été incubé en conditions
anaérobies a 35°C ou 55°C pour permettre a une éventuelle source de catbone facilement
biodégradable d'étre dégradée (incubation pendant plusieurs jours jusqu'a l'arrét de la production de
biogaz). A la fin de cette "pré-digestion", le liquide a été centrifugé (10000 g pendant 15 minutes) et les
culots obtenus conservés a -80°C jusqu'a leur utilisation. Les caractérisations physico-chimiques des

inocula sont présentées au paragraphe 9.1.
1.3. Tampon liquide

Afin de s’affranchir de l'inhibition par la disponibilité de I'eau, le systéme est saturé par l'ajout de
lixiviat. Ce milieu a été choisi car il reproduit les conditions "réelles" de dégradation des déchets et car il
présente un pouvoir tampon important, ce qui évite une acidification du milieu (et donc inhibition de la
méthanogenese) lors de la production des AGV. Le lixiviat utilisé provient d'un casier d'une installation
de stockage de déchets non dangereux en phase de méthanogenese stable (casier 412BL, Vert-le-Grand,
91). Apres prélevement, le lixiviat a été centrifugé afin d'éliminer la plus grande partie des
microorganismes qu’il contenait (10000 g pendant 15 minutes a 4°C). Les surnageants ont été réunis et
conservés a -80°C jusqu'a leur utilisation. Les caractérisations physico-chimiques du lixiviat sont

présentées au paragraphe 9.1.

1.4. Biomasses exogenes

Des expériences de co-inoculation ont été réalisées avec du contenu ruminal de vache et de la boue de
bassin d'aération de station d'épuration. Le « jus de rumen » a été prélevé sur des animaux vivants et
sains. Les boues ont été prélevées a la station d'épuration d'Etrechy (91) dans un bassin d'aération.
Dans les deux cas, le liquide collecté a été tamisé sur trois tamis (2 mm ; 1 mm ; 0,5 mm) afin d'éliminer
les grosses particules organiques. Le filtrat a été centrifugé et les culots et surnageants obtenus ont été
conservés séparément a -80°C jusqu'a leur utilisation. Les caractérisations physico-chimiques des

biomasses exogenes sont présentées au paragraphe 9.1.

1.5. Ciel gazeux

Le gaz utilisé pour remplir le ciel gazeux des flacons a plasma est de 1'azote (pureté>99,99%, Linde gas

SA).
1.6. Substrats utilisés

La cellulose utilisée pour les incubations est synthétisée par Acetobacter xylinum (270) a partir de glucose
marqué en "C ou non (synthétisée au CERMAYV, CNRS). La cellulose enrichie contient 99% de "°C. Ce
type de cellulose a été choisi car il présente une structure cristalline proche de celle de la cellulose
retrouvée dans le milieu naturel. Dans certains témoins de dégradation, de la cellulose industrielle
(cellulose alpha, Sigma-Aldrich chimie) présentant des domaines cristallins et amorphes a été utilisée a
la place de la cellulose bactérienne pour des raisons de cout. Les incubations pour lesquelles ce type de

cellulose a été utilisé seront signalées au fil du texte dans le manuscrit.
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Le foin utilisé est le « Foin de prairie pour rongeurs », Hanspet.

La cellulose bactérienne et le foin ont été broyés en fines particules a l'aide d’un broyeur a billes en inox

(MM400, Retsch, 30 mouvements par seconde pendant 3 minutes).

Enfin, certaines incubations ont été réalisées avec de I'acide propionique (Sigma), de I'acide butyrique
(Sigma), du glucose (Aldrich) ou du cellobiose (CalBiochem).

2, Mise en place des incubations

Sauf cas particuliers indiqués au fil du texte dans ce mémoire, l'ensemble des incubations a été réalisé

comme décrit dans le paragraphe suivant.

La veille le milieu de culture (lixiviat centrifugé) et les culots d'inoculum sont mis a décongeler a 4°C.
6.4 g de culot sont repris dans 20 ml de milieu de culture dans un tube Falcon®. Le tube est agité et
vortexé jusqu'a resuspension du culot. Le mélange est introduit dans un flacon plasma. Du lixiviat
centrifugé est ajouté pour atteindre le volume final désiré (112 ml). Les flacons sont agités pour assurer
une bonne homogénéisation. Un premier prélevement liquide de 6 ml est réalisé (appelé par la suite t-1)
pour pouvoir évaluer la reproductibilité des différents microcosmes mis en place au cours du temps et
des expériences de cette these. Si nécessaire le substrat ou la biomasse supplémentaire (dans le cas d'une
bioaugmentation) sont ajoutés dans le flacon. Une fois ces opérations réalisées, un bouchon en
caoutchouc est placé sur le flacon, ainsi qu'une bague a vis. Le ciel gazeux dans les flacons a plasma est
lavé a l'azote a l'aide d'une rampe a vide. Trois cycles vide-gaz sont effectués, et on controle qu'il reste
moins de 0,3% d'oxygene dans le ciel gazeux en fin de cycles. Un second prélevement liquide de 6 ml
est réalisé, il est utilisé pour avoir un apercu de 1'état initial du systeme (appelé par la suite t0). Les
flacons sont ensuite incubés a la température désirée, dans une picce thermostatée a 35°C ou dans une
¢tuve a 55°C. 1Is contiennent alors 100 ml de liquide et 50 ml de ciel gazeux. Ils ne sont pas agités, sauf

au moment des prélevements liquides ou des analyses de gaz.

3. Suivi des productions de biogaz

3.1. Préléevement et analyse du biogaz

Les productions de biogaz sont suivies a partir de mesures régulicres de la pression dans les
microcosmes et d'analyses de la composition du ciel gazeux. La température et la valeur de la pression
atmosphérique peuvent avoir une forte influence sur les mesures de pression au sein des microcosmes.
Pour s'en affranchir, les flacons sont sortis des incubateurs a I'avance afin que leur température
s'équilibre avec la température ambiante, qui est mesurée, ainsi que la pression atmosphérique. La
pression différentielle interne des bouteilles est ensuite mesurée a l'aide d'un manometre différentiel
(Digitron 2082P, gamme de mesure de 0 a 2 000 mbar, précision 4 mbar) équipé d'un tube relié a une
aiguille (@ de 0,45 mm, Terumo). Si cette pression est inférieure a 80 mbar, il n'est pas possible de
réaliser une analyse de la composition du ciel gazeux, les bouteilles sont alors agitées et remises dans

l'incubateur. Si elle est supérieure a 80 mbar, la composition du biogaz est mesurée a l'aide d'un
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analyseur de gaz (microGC), voir paragraphe suivant. En fin d'analyse, la pression dans la bouteille est
mesurée et celle-ci est dégazée jusqu'a la pression atmosphérique. Si un volume suffisant de biogaz est
disponible, 7 ml de biogaz sont conservés dans un vaccutainer pour analyse de la composition
isotopique des gaz (¢f 3.3). La pression en fin de manipulation est mesurée de nouveau, le flacon est

agité et remis dans l'incubateur. Des prélevements liquides peuvent étre réalisés a ce moment.

3.2.Analyse de la composition du biogaz par micro-

chromatographie

La composition du biogaz est analysée a l'aide d'un appateil de micro-chromatographie portable en
phase gazeuse (Varian CP4900) dit pGC. L'analyse se déroule directement dans la bouteille grace a un
montage qui relie le uGC a une aiguille (0 = 0,45 mm) insérée dans le microcosme a travers le septum.
L’instrument permet de lancer jusqu'a 15 analyses a la suite 2 I'utilisation d'une séquence d'analyse et
d’un systéme d’injection multivoies. Chaque analyse est réalisée 2 fois pour éliminer les gaz qui auraient
pu contaminer le systeme d'injection. Le pGC utilisé est équipé de quatre colonnes d'élution montées
en parallele qui permettent de séparer et de quantifier les gaz suivants : O,, N,, CH,, CO,, N,O, H,S,
H,, NH,. Le détecteur est un détecteur a conductivité thermique (TCD), c'est-a-dire qu'il renvoie un
signal correspondant a la différence de conductivité thermique entre les composés de I'échantillon et le
gaz vecteur. La sensibilit¢ dépend de la différence de conductivité thermique entre les gaz de
l'échantillon et le gaz vecteur, c'est pourquoi, I'nélium est utilisé comme gaz vecteur sur 3 colonnes
d'élution et I'Argon sur la colonne permettant de visualiser le pic de NH;. L'étalonnage du pGC est
réalisé régulicrement avec trois mélanges de gaz : un mélange de 5% NH; et de 95% N, (Linde Gas SA),
un mélange de 38% CO,, 2% H,, 0,5% H.S, 6,5% N,, 3% N,O, 50% CH, (Air products) et un mélange
de 95% N, et de 5% H, (Linde Gas SA).

3.3. Calcul des productions de biogaz

La cinétique de dégradation de la cellulose est déterminée grace a la mesure de la pression dans les
bouteilles a 'aide d'un manometre différentiel (Digitron 2082P). Ceci permet de calculer le nombre de

moles de biogaz présent dans le microcosme a partir de la loi des gaz parfaits n = PV / RT ou
e n:nombre de moles de gaz
e R: constante universelle des gaz parfaits (J.K'.mol™)

e T':température (ici température ambiante) (K)

P: pression absolue dans la bouteille (pression différentielle mesurée + pression

atmosphérique) (Pa)
e V:volume du ciel gazeux (m’)

Par différence avec le nombre de moles de gaz restant dans le ciel gazeux a la mesure précédente, on
accede a la quantité de biogaz produite entre les deux mesures. Le volume de biogaz est ensuite calculé

grace au volume molaire: V. = V_ x n avec V,, = 24L.mol" dans les conditions STP (conditions
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Standard de Température et de Pression) c'est-a-dire a une température de 298,15 K et a pression de
1013,25 Pa. L'analyse chromatographique en phase gazeuse permet de déterminer la composition du
biogaz et donc de calculer la quantité et le volume des différents gaz tels que le dioxyde de carbone et le
méthane produits entre deux mesures. Ces différentes mesures permettent entre autres de tracer les
courbes de production cumulée de biogaz ou d’un gaz spécifique au cours du temps, et connaissant la
quantité initiale de carbone présente dans le systeme, d’estimer I'avancement de la réaction de

dégradation.

3.4.Mesure de la composition isotopique du biogaz

Les compositions isotopiques du méthane et du dioxyde de carbone sont analysées a I'aide du couplage
entre un chromatographe en phase gazeuse (Trace GC Ultra, Thermo Electron Corporation, USA), un
four de combustion (Finnigan GC combustion III, Thermo Electron Corporation, USA) et un
spectrometre de masse isotopique (Delta plus Isotope Ratio Mass Spectrometer, Thermo Electron
Corporation, USA). L'ensemble (GC-C-IRMS) est équipé d'un passeur automatique (Triplus AS,
Thermo Electron Corporation, USA). Le couplage chromatographie en phase gazeuse-combustion-
spectrométrie de masse isotopique (GC-C-IRMS) est représenté Figure 22. Le chromatographe en
phase gazeuse (GC) est équipé d'une colonne (Rt-Q-Bond Plot 30 m X 0.32 mm X 10 pm) qui permet
de séparer les gaz (CH, et CO,). Ces gaz passent ensuite dans le four capillaire de combustion (constitué
d'un tube de quartz rempli d’oxyde de cuivre porté a 940°C) ou ils sont transformés en CO,. La masse
du CO, est détectée dans le spectrometre de masse isotopique ce qui permet de calculer le rapport

5C/1C de chaque composé présent dans le mélange.

INTERFACE DE COMBUSTION

|
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FOUR DE REDUCTION : i ANALYSEUR |
PIEGE AEAY ! MAGNETIQUE |
i !

FOUR D'OXYDATION

i mi 44 45 26
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0
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CHROMATOGRAFPHE EM PHASE GAZEUSE

Figure 22 : Couplage chromatographie en phase gazeuse-combustion-spectrométrie de masse isotopique.

4. Prélevement et conservation des échantillons liquides

pendant l'incubation

Les prélevements liquides sont réalisés apres agitation du flacon avec une seringue et une aiguille de

0,7mm de diametre (TERUMO stérile). Sauf mention contraire, 6 ml de liquide sont prélevés et répartis
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dans 4 tubes Eppendorf (avec respectivement 1 ml, 1 ml, 2 ml et 2 ml de liquide). Un des tubes
contenant 1 ml est conservé brut a -20°C. Les trois autres tubes sont centrifugés a 10 000 g pendant 10
minutes (4°C). Les surnageants sont collectés et conservés a -20°C. Ils seront utilisés pour différentes
mesures physicochimiques. Le culot d'un tube de 2 ml est conservé a -20°C et sera utilisé pour les
extractions d'ADN. Le culot d'un tube de 1 ml est conservé a -20°C et sera utilisé pour les hybridations
FISH. Le culot restant a été préparé dans le but de réaliser ultérieurement des extractions d'ARN.
Avant conservation a -80°C, ce culot est resuspendu dans 250 ul. de PBS. 500 uL. de RNAprotect
(QIAGEN) sont ajoutés et le mélange est vortexé. Apres 20 minutes le tube est centrifugé a 10 000 g
pendant 10 min (4°C). Le surnageant est éliminé et le culot est conservé a -80°C. Les jours

d'échantillonnage dépendent des essais. Le diagramme suivant (Figure 23) schématise ces différents

ptélévements.
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Figure 23 : Prélévements liquides réalisés sur les incubations.

5. Méthodes analytiques
5.1. pH

La valeur de pH est mesurée dans le surnageant recueilli juste apres centrifugation des prélevements
liquide. La mesure est réalisée avec un pH-metre 1Q160 de résolution 0,01. L'échantillon est agité, puis

la sonde est plongée dans le lixiviat tout en étant lentement agitée jusqu'a stabilisation de la mesure.
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5.2. Le carbone organique et inorganique dissous

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

analyse les échantillons sont dilués 80 fois.

5.3. Les Acides Gras Volatils

Les concentrations en AGV (acide lactique, formique, acétique, propionique, butyrique, isobutyrique)
sont déterminées par chromatographie ionique (Dionex DX-120) sur les surnageants conservés a -
20°C. Le chromatographe est équipé d'une colonne échangeuse d'ions IONPAC® ICE-AS1 (9*250
mm) et la détection est réalisée par conductimétrie. Les ¢luents employés sont l'acide
heptafluorobutyrique 2 0,4 mmol.L." et le TBAOH a 5 mmol.L. . Les calibrations sont faites entre 10 et
500 mg.L"' d'AGV. Les échantillons sont injectés a l'aide d'un autosampler (Dionex, AS). Avant analyse

les échantillons sont dilués 20 fois.
5.4.Analyse de la composition isotopique des AGV

La composition isotopique des acides gras volatils est analysée sur le méme principe que la composition
isotopique du biogaz (¢ 3.3). Auparavant, les AGV sont extraits par la technique de Headspace,
l'échantillon est chauffé a 90°C pendant 9 min puis 0,6 mL de ciel gazeux est prélevé a l'aide d'une
seringue a gaz chauffée a 90°C et injecté dans le chromatographe. La colonne utilisée est une TR-WAX

30 m X 0.53 mm X 1 um. Une seule mesure est réalisée par échantillon.
5.5. Analyses élémentaires

La quantité de carbone et d’azote contenue dans les échantillons solides est analysée sur un échantillon
broyé et séché a 105°C. Environ une dizaine de milligrammes de solides sont placés dans des nacelles
en étain pour lanalyse par analyseur élémentaire (Elementar, VARIO EL III, Bioritech). Chaque

analyse a été faite en duplicat.

6. Méthodes de biologie moléculaire

6.1. Extraction d'’ADN

Les extractions d'ADN ont été réalisées avec le kit MOBIO (PowetSoil™ DNA Isolation Kit) selon le
protocole fourni. Ce dernier repose sur une double lyse des cellules : chimique par plusieurs composés
(dont le sodium dodecyl sulfate, un détergent fort) et mécanique grace a un vortex énergique de 10

minutes brisant les cellules avec des billes. Par plusieurs lavages sur une membrane ne retenant que
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I'ADN, on nettoie le milieu des débris de cellules, de protéines et de composés inorganiques. Apres

élution, on quantifie "ADN obtenu, par le systeme Quant-i1" Assays & Invitrogen.

6.2.ARISA

La technique ARISA est une technique de fingerprinting qui repose sur I'amplification de la région
située entre le gene codant 'ARN16S (ARN18S pour les eucaryotes) et celui codant I'ARN23S
("'ARN28S pour les eucaryotes). Cette région est de taille variable selon les microorganismes. Les
réactions de PCR pour ARISA ont été réalisées avec le kit ThermoStart (Abgene). L.e mix est préparé

de la fagon suivante pour un échantillon :
e 17.85ul H,O ultra pure SIGMA
e 2.5l de buffer
e 0.5 uL primer 1 (C=10uM)
e 0.5 uL primer2 (C=10uM)
e 1uL dNTP (C=10mM)
e 1.5 ul MgCI2 (C= 25mM)
e (.15 uL de Taq
On ajoute ensuite 1 . ’ADN extrait pour obtenir un volume final de 25 pL.

Au cours des expériences I'évolution des populations d'archées et de bactéries ont été suivies. Deux
jeux d'amorces ont donc été utilisés pour amplifier I'ADN, il s’agit d’amorces généralistes encadrant
I'espace intergénique (Tableau 3) issues de la littérature. Pour les archées nous avons utilisé les amorces
1389F (271) et 71R (272). Pour les bactéries il s'agit des amorces ITSF - ITSREub (273). Les

températures d'hybridation des amorces ont été déterminées apres optimisation avec un gradient de

température.
Tableau 3 : Amorces utilisées pour la PCR ARISA.
Organismes Nom Séquence Température d'hybridation
1389F 5-CTT GCA CAC ACC GCC CGT-3'

Archées 54.5°C
71R 5-TCG CAG CTT RSC ACG YCC TTC- 3'
) ITSF 5-GTC GTA ACA AGG TAG CCG TA-3'

Bactéries 55,2°C

ITSR eub 5-GCC AAG GCA TCC ACC-3'

Les cycles de température pour 'amplification sont présentés dans la Figure 24 :

30 cycles
15 minutes 1 minute 1 minute 3 minutes 7 minutes
54.5°C Archées
94.0°C 94.0°C 55.2°C Bactéries 72.0°C 72.0°C

Figure 24 : Cycles de température pour amplification de I’ITS en vue de réaliser ’ARISA.
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Les PCR ont été réalisées dans quatre thermocycleurs, chacun donnant des résultats équivalents
(GeneAmp® PCR System 9700 de Applied Biosystem; CFX96™ Real-Time PCR detection systems de
BioRad; Mastercycler® ep et Mastercycler pro d’Eppendorf).

Les produits de PCR sont ensuite analysés par électrophorese capillaire sur des puces a ADN (Agilent,
DNA Chip 1500) dans un bioanalyseur (Agilent 2100 Bioanalyzer) selon le protocole du fournisseur.
Les résultats sont obtenus sous forme d'électrophorégramme (ou de pseudo-gel) ou chaque pic
correspond a un fragment d'ADN détecté grace a un marqueur fluorescent. Le principe de détection est

expliqué dans le paragraphe suivant.

6.3. Principe des puces ADN Agilent Technologies

Les puces a ADN utilisées offrent la possibilité de réaliser une mesure précise de la taille de fragments
d’ADN, par exemple apres amplification d’un échantillon complexe par PCR. Différents types de puces
existent, elles sont adaptées a différentes longueurs de fragments d’ADN. Ces « lab-on-a-chip »

(laboratoire sur puce) offrent ’'avantage d’étre tres faciles et rapides a utiliser (Figure 25).

Les puces sont composées de plusieurs puits,
dont 12 destinés a des échantillons, et 1 2 un
marqueur de poids moléculaire. Ces puits sont

reliés par des micro-réseaux. Lors de la

i
1

préparation d’une puce pour analyse, un gel filtré
mélangé a un dye est réparti équitablement dans

ces micro-réseaux.

Un tampon contenant deux marqueurs de taille

est alors ajouté dans chacun des puits utilisés pour
. analyser les échantillons, afin de procurer un
Figure 25 : Puces a ADN utilisées pour ’ARISA. . . i

milieu stable, 2 un pH donné, contenant deux

fragments d’ADN de taille connue.

Par ailleurs, un marqueur de poids moléculaire (ladder) est placé dans un puits pour avoir une référence
et étalonner les mesures. La puce est vortexée afin d’homogénéiser le tampon et les échantillons, puis

placée dans I'appareil.

Une électrode est en contact avec chaque puits. Au moment de I'analyse, cette électrode est soumise a
un haut voltage, qui va permettre une séparation trés rapide des brins d’ADN de I’échantillon en
fonction de leur taille (passage a travers le gel, au sein des micro-réseaux plus ou moins rapide). Au
moment de leur passage dans le gel, les molécules I’ADN vont se lier spécifiquement au dye. En fin de
course (fin du micro-réseau), les molécules sont détectées par fluorescence. Les molécules sont excitées
par un rayonnement UV, et seuls les ADNs (liés au dye) vont réémettre un rayonnement fluorescent.
L’appareil mesure, en temps réel, 'intensité de la fluorescence émise en fonction du temps de rétention
de I’échantillon au sein du micro-réseau. Plus les ADN sont courts, plus ils migrent rapidement et donc

plus leur temps de rétention est faible. Plus I'intensité de fluorescence est importante, plus la quantité
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d’ADN est importante. Ces données qualitatives (temps de rétention) et quantitatives (intensité de
fluorescence) sont validées par rapport au marqueur de poids moléculaire qui est connu tres

précisément par le logiciel. Elles peuvent notamment étre utilisées pour I'"ARISA.
6.4. Ultracentrifugation

Nous avons principalement mis en ceuvre cette méthodologie pour PADN. Des essais ont également
été effectués avec de PARN (a partir I’ARN de souche pure de E.Cok), et se sont révélés concluants,
mais le protocole utilisé ne sera pas décrit ici car aucun des résultats présentés dans ce manuscrit ne fait

appel a cette technique. Nous allons donc nous focaliser sur I'ultracentrifugation de ’ADN.

Cette méthodologie a été appliquée pour TADN extrait de différentes incubations de cellulose marquée
PC. En paralléle, le méme protocole a été appliqué a des échantillons provenant des incubations
témoins réalisées avec de la cellulose non marquée. La distribution concentration d’ADN/densité de
’ADN de chaque échantillon issu des expériences avec substrat marqué a été comparée a celle de
I’échantillon témoin respectif, afin de s’assurer que la modification de la densité de TADN était bien
due a un enrichissement spécifique en °C (en effet, la densité de PADN est affectée par la valeur de son

enrichissement mais également par sa composition en GC (97, 274)).

Sauf mention contraire, les différentes procédures ont été réalisées avec du matériel fourni par la société
Beckman Coulter. Les échantillons d’ADN pour l'ultracentrifugation sont préparés dans des tubes
Beckman Quick-seal en Polyallomer de 2,2ml. Une quantit¢é d’ADN de l'ordre de 300 a 400 ng est
introduite dans le tube, ainsi qu’une solution de CsCl dans du tampon TE dont la densité est comprise
entre 1,718 et 1,728, ce qui correspond a un indice de réfractométrie de 1,4010 et 1,4020. La densité
moyenne et P'indice de réfraction d'une solution de CsCl (mesuré a I'aide d'un réfractometre d'Abbe,
Réfractometre semi-automatique, ARIAS 500) sont en effet corrélés selon la formule suivante : densité
=10,8601*(indice de réfraction) -13,4974. Le tableau suivant présente les masses et volumes de réactifs

utilisés pour préparer la solution de chlorure de césium (Tableau 4).

Tableau 4 : Préparation de la solution de chlorure de Césium pour ultracentrifugation.

Nombre [ Masse de |Volume de tampon| Volume Densité Indice de réfraction
de tubes | CsCl (g) TE (ml) final (ml)

2 4.4 3,3 4,5 1,718 1,4010

4 8,8 0,6 9,0 1,718 1,4010

6 13,2 9,9 13,5 1,718 1,4010

8 17,6 13,2 18,0 1,718 1,4010

10 220 16,5 22,5 1,718 1,4010

Une fois qu’ils sont remplis, les masses des tubes sont équilibrées tres précisément deux a deux a l'aide
de la solution de CsCl (différence de moins de 2 mg). Les tubes sont ensuite scellés a l'aide du "tube
topper" et placés dans la centrifugeuse qui est programmée a 65 000 rpm (140 000 g) pendant 20-22h a
20°C (rotor TLA-120.2). L’accélération se fait de fagon rapide tandis que la décélération se fait de facon
lente afin de préserver le gradient formé par ultracentrifugation. Une fois cette derniere terminée, les

tubes sont coupés a leur extrémité et le fractionnement de la solution se fait a I'aide du Beckman
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Fraction Recovery System : grace a un pousse seringue perfusant monocanal (Fisher scientific) qui
remplit le tube par le haut de facon régulicre avec de I'eau colorée au Bleu de Bromophénol (dont la
densité est plus faible que la solution de CsCl), le tube qui a été percé avec une aiguille a son extrémité
basse se vide goutte a goutte. Ainsi 24 fractions de 100uL chacune sont récupérées. Pour chaque
fraction on mesure l'indice de réfraction (pour déterminer la densité) et la concentration d’ADN (kit
Qubit HS, Invitrogen) afin de tracer la courbe de la concentration d’ADN en fonction de la densité.
Une fois que les fractions contenant de ADN lourd sont repérées, PADN est purifié a I'aide d'un kit
Microcon YM-30 (Millipore) dont la membrane en cellulose régénérée retient TADN qui est lavé 3 fois
avec du Tris HCl 1M pH 7.2 (12 min a 14 000g). IADN est élué avec la méme solution (15 min a 2
000g). L'ADN isolé est conservé a -20°C.

6.5. Pyroséquencage

L’essentiel des données de séquences obtenues pendant ce travail de these a été produit par
pyroséquencage. Le pyroséquencage a été sous-traité aux laboratoires Research and Testing (Lubbock,
TX). Le séquencgage a été réalisé selon leurs protocoles (www.researchandtesting.com) par la méthode de
tag-encoded FLLX 454 amplicon pyrosequencing (bTEFAP) mise en place dans ce laboratoire. Le
protocole ne sera pas détaillé ici, mais est similaire a celui décrit par Smith (275). Les amorces utilisées
pour les bactéries sont 28F-519R (régions V1-V2-V3 de PARNr 16S) et pour les archées 340F-806R
(régions V3-V4-V5 de PARNr 16S).

7. Analyse des résultats d’ARISA a ’aide de Statfingerprints

L’exploitation des résultats d’ARISA a été réalisée en partie a I'aide du logiciel « StatFingerprints » sous
R (276). Ce package consiste en une interface graphique conviviale qui ne nécessite aucune ligne de
commande. II permet de traiter les électrophorégrammes obtenus aprés ARISA et de réaliser les
opérations d’alighement, normalisation des profils avant de réaliser Pexploitation statistique des
données. Des outils sont disponibles pour calculer des indices de biodiversité ou réaliser des analyses
univariées, ou encore des analyses d’effets fixés (représentations graphiques, méthodes de classement et
analyses multivariées : ACP, nMDS, ANOSIM). On peut enfin mettre en relation ces données avec les
parametres du biotope. Les résultats obtenus peuvent étre sauvegardés dans différents formats et
exportés. Les opérations statistiques réalisées sur les profils ARISA sont détaillées au fil du texte
principal, dans les paragraphes ou sont présentés des résultats d’ARISA exploités avec

« StatFingerprints ».

8. Analyse des données de pyroséquencage

Les analyses de données de pyroséquencgage ont été réalisées avec le logiciel libre QIIME (277). Dans
un premier temps, les librairies ont été démultiplexées et des filtres de qualité ont été appliqués pour
oter les lectures de mauvaise qualité : celles avec une qualité moyenne de base inférieure a 25, celles
contenant des homopolymeres d’une longueur supéricure a 6 bases ou avec des bases ambigles, et

celles de moins de 150 bases apres trimming ont été éliminées. Les lectures restantes ont été alignés
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avec PyNAST (278) contre la base de données « Silva 108 core-aligned set» adaptée pour QIIME

(http://www.arb-silva.de/download/archive/qiime/). Les séquences chimériques putatives ont été

identifiées avec ChimeraSlayer en utilisant la méme référence Silva 108 et éliminées. Les séquences
restantes ont été utilisées pour générer les OTUs avec un seuil de 0,97 (c'est-a-dire a un niveau
représentatif de Despéce) avec uclust (Robert Edgar, unpublished, 2009). Les identifications
taxonomiques ont été réalisées avec RDP classifier (279-280) avec une valeur de coupure de bootstrap
de 0,8, en utilisant une séquence représentative pour chaque OTU (la plus longue). Les OTUs ne
correspondant pas au domaine phylogénétique attendu ont été éliminés (en cas de probleme de
spécificité des amorces de PCR utilisées pour le pyroséquencage, notamment pour les archées). Les
courbes de raréfaction ont été déterminées a partir des OTUs appartenant au bon domaine
phylogénétique. Le pourcentage de chaque taxon de bactéries ou d’archées a ensuite été analysé
individuellement pour chaque échantillon en prenant en compte 'abondance relative des séquences

concernées dans ’ensemble des séquences d’un échantillon.

Les résultats obtenus sont présentés au fil du manuscrit et regroupés globalement en annexe (fréquence
de chaque OTU dans les échantillons et nom du plus proche parent). Les OTUs portent le nom de
I’échantillon dans lequel ils ont été mis en évidence suivi d’un numéro d’ordre. Si un méme OTU a été
détecté dans deux échantillons différents, il porte le nom de I’échantillon dans lequel il a été identifié en
premier (les OTUs des inocula ont été nommés en premier, puis ceux des autres échantillons, dans

l'ordre des chapitres).

9. Vue d’ensemble des microcosmes préparés

Cette partie fait un bilan de 'ensemble des microcosmes qui ont été réalisés pendant la these et sont
présentés dans ce manuscrit. Ils sont classés par « leviers d'action » utilisés, selon le méme découpage
que les différents chapitres de la thése. Dans un premier temps, je reprends les caractérisations physico-
chimiques des différents ¢éléments utilisés pour constituer les bioréacteurs (biomasses, substrats,
tampon liquide ez.) ainsi que P'analyse de la diversité des inocula avant de détailler la constitution de

chacun des microcosmes.

9.1. Principaux parameétres physico-chimiques

Les principaux parametres physicochimiques des inocula et des substrats ont été analysés et sont

présentés dans les tableaux ci-dessous (Tableau 5 et Tableau 6)
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Tableau 5 : Principaux paramétres physico-chimiques concernant les inocula.

% de N particulaire | % de C particulaire | Matiere seche | Matiere volatile
Digestat anaérobie mésophile (Varennes-Jarcy) 1,6% 24,6% 36,2% 14,1%
Digestat anaérobie thermophile (Graincourt-les-Avrincourt) 1,5% 22,9% 30,7% 12,2%
Boue de bassin d'aérateur de STEP (Etrechy) 5,7% 33,5% 12,3% 8,5%
Culot du contenu ruminal de vache 5,4% 42,2% 14,4% 12,1%

Dans chaque microcosme 6,4 g de digestat anaérobie, mésophile ou thermophile ont été utilisés. Dans

le cas de bioaugmentation 1,3 g de biomasse exogene a été apporté en plus.

Tableau 6 : Principaux paramétres physico-chimiques concernant les substrats.

% de N particulaire | % de C particulaire
Cellulose bactérienne 0,61 44,67
Foin 1,18 43,01

En début de chacune des phases de I'incubation, la concentration de substrat ajouté est de 100 mM de
carbone. Le ratio inoculum/substrat est donc d’environ 3,15 dans les différents microcosmes. Des
tests, non présentés dans ce manuscrit, ont été réalisés pour valider que la quantité d’inoculum apportée
n’était pas limitante. Des microcosmes dégradant la cellulose ont été réalisés avec Y4, V2, 1, 2 et 4 fois la
quantité¢ d’inoculum utilisée. Tous présentent les mémes cinétiques et rendements de production de

biogaz, sauf les microcosmes réalisés avec /4 pour qui la quantité d’inoculum semble limitante.

Enfin le tampon liquide (lixiviat centrifugé) présentait les caractéristiques physico-chimiques décrites
dans le Tableau 7.

Tableau 7 : Paramétres physico-chimiques concernant le tampon liquide.

Concentration en COD (g/L) 1490 mg.1."
Concentration en CID (g/L) 1710 mg.L."
Concentration en NH, 970 mg.L"

9.2. Diversité microbienne des inocula

I”ADN des inocula a été extrait et séquencé afin d’identifier les principaux groupes de microorganismes
présents au démarrage des incubations. Les graphiques suivants présentent la diversité des archées par

genre (Figure 26) et par OTUs et la diversité des bactéries par classe et OTUs (Figure 27).

Le digestat mésophile contient uniquement des archées du genre Methanosarcina (5 OTUs principaux,
dont un ultra majoritaire). 5,5% des séquences appartiennent a des OTUs contenant moins de 1% du

nombre total de séquences.

Le digestat thermophile contient des archées du genre Methanosarcina (64%, 3 OTUs principaux),
Methanocullens (17%, 2 OTUs principaux), Methanothermobacter (14%, 1 OTU principal) et Methanomicrobia
(1 OTU principal). 5,1% des séquences appartiennent a des OTUs contenant moins de 1% du nombre

total de séquences.

Les bactéries retrouvées dans I'inoculum mésophile appartiennent aux classes Spirochaetes (59%, 2 OTUs
principaux), Bacteroidia (21%, 3 OTUs principaux), Clostridia (9%, 2 OTUs principaux), Syrergistia (6%, 1
OTU principal) et Thermotogae (1 %, 1 OTU principal). Ces microorganismes sont fréquemment
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retrouvés dans les digesteurs anaérobies (287). Au total, 9 OTUs principaux sont présents (contenant
plus de 1% du nombre total de séquences). 16,2% des séquences appartiennent a des OTUs contenant

moins de 1% du nombre total de séquences.

Les bactéries retrouvées dans I'inoculum thermophile appartiennent aux classes Thermotogae (48%, 3
OTUs principaux), Clostridia (38%, 5 OTUs principaux), Synergistia (4%, 2 OTUs principaux). Un OTU
représentant 6% des séquences n’a pas pu étre identifié phylogénétiquement. Au total, 11 OTUs
principaux sont présents (contenant plus de 1% du nombre total de séquences). 14,6% des séquences

appartiennent a des OTUs contenant moins de 1% du nombre total de séquences.

Les populations microbiennes du contenu ruminal et de la boue de bassin d’aération sont décrites dans

le chapitre traitant de 'effet de co-inoculation de biomasses exogenes.

°

“ o
) >
X
100% 23 100%
Qi
Vo OTUs <1%, OTUs <1%,
1) [ AR OY % = 16.2 |146%
90% =— K”‘vv 90%
80% - | 80% = a5 7%
IM7,1.3%
70% —— 70% -
IM9, 44.3%
60% —— & 60% ]
‘?V Bacteroidia IM 1, 55.5%
50% ~{— & 50% =
8° W Clostridia
OTUs <1% 40% ~{—| & 40% " a2
é\/‘ y | ] Spirochaetes ﬂ g, %Z%
Methanosarcina 30% —— - .\/'f’?\e Synergistia 30% 12,62%
\ IT1,7.1%
Methanothermobacter 20% ~{— oy M Thermotogae 0% a2 FFerL5s
u & ¢ ° M3, 35% IT7,1.2%
| Methanoculleus 10% =— & 5 OTUs<1% 10% 5, 166%
,\%? M Non identifié
W Methanomicrobia 0% + > 0%
IM IT
M T 3433 2291
i 1792 ) 137 séquences séquences
Saenqallt:éc:ss Saenqalljy?snéc:ss analysées analysées
Figure 26 : OTUs archées retrouvés lors du Figure 27 : OTUs bactériens retrouvés lors du
séguencage des inocula mésophiles (IM) et séquencage des inocula mésophiles (IM) et
thermophiles (IT). thermophiles (IT).

9.3.Influence de changements de température

Deux séries de bouteilles ont été réalisées : avec un inoculum thermophile (Série IT) et un inoculum
mésophile (Série IM). L’objectif de ces séries de bouteilles était d’étudier I'influence des changements
brutaux de température sur la dégradation de la cellulose et sur la réponse des groupes microbiens
fonctionnels de dégradation de la cellulose, en termes de performance de dégradation et d'évolution de
la structure et de la composition des communautés microbiennes. On s'intéressait en particulier aux

capacités de résistance et de résilience (retour a I'état initial ou non) apres une perturbation.
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Phase 1 Phase 2 Phase 3
Température adaptée Température modifiée Température adaptée
a l'inoculum initial al'inoculum initial
=
Temps

Figure 28 : Schéma des différentes phases de ’expérience de changements de température.

Une premicre phase consistait en la dégradation de la cellulose dans les conditions de température de
I'inoculum de départ. En fin de dégradation de la cellulose et de ses sous-produits (estimée par I'arrét de
la production de biogaz), la bouteille a été ouverte, de la cellulose a été ajoutée de nouveau, le ciel
gazeux lavé a azote et la température changée. En fin d'incubation de cette deuxi¢me phase (a nouveau
estimée par larrét de la production de biogaz), les opérations décrites ont été renouvelées pour

démarrer la phase 3 (Figure 28).

Afin d'accéder a l'information fonctionnelle relative a chacune des phases, 3 microcosmes ont été mis
en place (numérotés 1, 2 et 3). De la cellulose marquée °C a été introduite pour chaque bouteille a une
phase différente (Figure 29). Deux témoins sans changement de température (numérotés 4 et 5) ont été
réalisés avec de la cellulose alpha pour comparer la production de biogaz, les parameétres physico-
chimiques et les populations microbiennes dans les phases successives sans changement de

température.
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Figure 29 : Microcosmes préparés pour I’étude de ’influence de changements de température.

En début de chacune des phases de l'incubation, la concentration de cellulose ajoutée est de 2,7g/L soit

100 mM de carbone (cellulose bactérienne marquée °C ou non).

Le volume liquide initial était de 100ml pour toutes les bouteilles. Pour la série I'T, 4 prélevements de 6
ml ont été réalisés a chaque phase. Pour la série IM, 4 prélevements de 6ml ont été réalisés aux phases 1

et 3, et 5 prélevements a la phase 2.

Le tableau ci-dessous résume I’ensemble des prélevements réalisés (Tableau 8.)
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Tableau 8 : Liste des prélevements réalisés pour les expériences de changements de température.

. Phase de Nom du Nornbre e jour_s 5 Phase de Nom du No_mb!'e de jour.s
Microcosme | N . depuis I'introduction |{ Microcosme | . . depuis I'introduction
dégradation| prélevement dégradation| prélevement
du substrat du substrat

Temps IT1 -t-1 0 Temps IM1 -t-1 0
initiaux IT1 -t0 0 initiaux IM1 -t0 0
IT1 -t1 4 IM1 -t1 9
&"’ IT1 -2 8 ,,e:\’ M1 -2 17
Q\s'b IT1 -3 21 Q&\'b IM1 -t3 28
IT1 -t4 32 IM1 -t4 44
IT1 -t5 11 IM1 -t5 4
6” ‘,e"' IT1 -t6 2 & N EES 22
&° L -7 48 A\ & ML -t7 34
IT1 -t8 68 < IM1 -t8 47
IT1 -t9 6 IM1 -t9 76
‘,J’ IT1 -t10 15 IM1 -t10 9
Q‘@ IT1 -t11 21 "c,"’ IM1 -t11 21
IT1 -t12 34 Q*o'b IM1 -t12 40
Temps 112 t-1 0 IM1 -t13 65
initiaux 112 -t0 0 Temps IM2 -t-1 0
IT2 -t1 4 initiaux IM2 -t0 0
%e,\’ 112 -t2 8 N IM2 -t1 9
st”’ T2 t3 21 e M2 -t2 17
T2 t4 32 Q\\" IM2 -t3 28
«f\, " IT2 -t5 11 IM2 -t4 44
N\ & 112 -t6 32 a1 IM2 -t5 4
& 112 -t7 48 @ a IM2 -t6 22
172 t8 68 A\ & M2 -t7 34
1T2 -t9 6 < IM2 -t8 47
r_)"’ 112 -t10 15 IM2 -t9 76
Q‘\'b 112 -t11 21 IM2 -t10 9
172 -t12 34 &'5 M2 -t11 21
Temps IT3 -t-1 0 Q\@ IM2 -t12 40
initiaux IT3 -t0 0 M2 113 65
I3 -t1 4 Temps IM3 -t-1 0
"Q"' 13 2 3 initiaux IM3 -0 0
Q‘\" 113 43 21 N M3 -t1 9
IT3 -t4 32 e IM3 -t2 17
&’b " IT3 -t5 11 Q‘"b IM3 -t3 28
\N & IT3 -t6 32 IM3 -t4 44
Q\@ 113 -t7 48 % IM3 -t5 4
I3 -t8 68 @ A | M3 e 2
I3 -t9 6 N\ & M3 -7 34
"J’ 113 110 15 < IM3 t8 47
Q‘& IT3 -t11 21 IM3 -t9 76
173 -t12 34 IM3 -t10 9
Temps IT4 -t-1 0 ’,é" IM3 -t11 21
initiaux IT4 -t0 0 Qx\'b IM3 -t12 40
T4 -t1 4 M3 113 65
s IT4 -2 8 Temps IM4 -t-1 0
g 14 -t3 21 initiaux IM4 -t0 0
T4 -t4 32 M4 -t1 9
™ 14 -t5 6 be,"’ M4 -2 17
Al " IT4 -t6 1 Q~¢’° M4 -t3 28
N & T4 -t7 32 M4 -t4 44
< 1T4 -t8 48 0‘ IM4 -t5 4
1T4 -t 68 @ NS 2
1T4 £10 6 A\ & M4 17 34
,,e?’ 1T4 -t11 15 < IM4 -8 47
Q‘\"’ 1T4 -t12 21 IM4 -t9 76
112 113 34 IM4 -t10 9
Temps ITS -t-1 0 "eo, IM4 -t11 21
initiaux IT5 -t0 0 Qx@ IM4 -t12 40
IT5 -t 4 M4 113 65
,’z ITS -t2 8 Temps IMS -t-1 0
Q‘& ITS -t3 21 initiaux IM5 -t0 0
IT5 -t4 32 IM5 -t1 9
< IT5 -t5 6 ‘,q,"’ IM5 -2 17
A " IT5 -t6 11 Q’(\'z’ IM5 -t3 28
& IT5 -t7 32 IM5 -t4 44
< 175 18 a8 o) IMS -t5 4
IT5 -t9 68 @ A | s 6 2
IT5 -t10 6 N\ & IM5 -7 34
‘_;’ IT5 -t11 15 < IM5 -8 47
Q‘@ IT5 -t12 21 IM5 -t9 76
IT5 -t13 34 IM5 -t10 9
,;’ IM5 -t11 21
q‘& IM5 -t12 40
IM5 -t13 65

Par ailleurs, des témoins sans ajout de substrat avaient été réalisés pour estimer la production de biogaz
due a la dégradation d’éventuelles sources de carbone dégradable contenues dans I'inoculum ou le

lixiviat.

89



Matériel et méthodes

9.4.Influence d’une fonctionnalisation préalable de la biomasse

Deux séries de bouteilles ont été réalisées : avec un inoculum thermophile et un inoculum mésophile.
Seule la série d’expériences réalisée en conditions mésophiles est présentée dans ce manuscrit. L’objectif
de ces séries était d’étudier l'influence d'une "fonctionnalisation" préalable de la biomasse par un
substrat donné. L'idée est d’essayer d’orienter 7# situ le développement des communautés microbiennes
vers un état donné. Pour se faire, on a incubé les inocula de référence avec des substrats simples (acide
propionique, acide butyrique, glucose ou cellobiose dans notre cas) afin de favoriser la croissance des
microorganismes impliqués dans la consommation de ces substrats. LLa biomasse fonctionnalisée a
ensuite été mise en présence d'un substrat plus complexe (cellulose). La préadaptation a été réalisée en

trois temps, comme décrit sur le schéma suivant (Figure 30).

Phasela Phaselb Phase1lc Phase 2
| | |
| | |
Lavage du ciel Lavage du ciel
gazeux avec gazeux avec
N2 ! ! ! N2
| | |
| | |
| | |
Ajout du | Ajoutdu | Ajoutdu | Ajoutde
substrat de substrat de substrat de cellulose
préadaptation préadaptation préadaptation
| | |
Volume initial de Volume initial de Volume initial de Volume initial de
liquide=100ml | liquide=94ml | liquide=94 ml | liquide =94 ml
| | |
2 échantillons de 6ml 1 échantillon de 6ml 1 échantillon de 6ml 10 échantillons de 6ml
prélevés prélevé prélevé prélevés

Figure 30 : Schéma des différentes phases de I’expérience de fonctionnalisation.

En début de phase 1a le substrat de préadaptation a été introduit dans le microcosme. Le ciel gazeux a
été lavé avec du diazote. En fin de dégradation (arrét de la production de biogaz), du substrat en
solution dans 6ml d’eau distillée stérile a été de nouveau ajouté sans ouvrir le microcosme pour
démarrer la phase 1b. Les opérations ont été réalisées de nouveau pour initier la phase 1c. En fin de
phase 1c, les microcosmes ont été ouverts, et de la cellulose a été ajoutée avec 6 ml d’eau distillée
stérile. Le ciel gazeux des bouteilles a été lavé avec de I'azote avant incubation. Dans chaque cas, la
concentration de substrat introduite est telle que la concentration de carbone en début de dégradation
est de 100 mM de carbone.

Les différents microcosmes mésophiles sont appelés respectivement IM,, 1/2, My, 1/2, IM(,,1/2 et
M, 1/2 selon que le substrat utilisé pour la préadaptation était de I'acide propionique, de I'acide
butyrique, du glucose ou du cellobiose. Pour étudier la fraction fonctionnelle des microorganismes, de
la cellulose marquée (PC) a été introduite dans un des deux microcosmes aprés chaque type de

préadaptation (le microcosme 1) (Figure 31).
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Phase 1 Phase 2 Phase 1 Phase 2
I I
(e )1 (s )
IIVIPro1 I IMProz 1 B3
mezm | o negwe | 1
Propionate I Cellulose 3¢ Propionate I cellulose 12C
I Il
(e ), L[z )
I I
Mg, 1 F—"o | IMg,,2 P
Inocul Inocull
Mesophile mesophile
Il Cellulose 3¢ Butyrate [
I I
I I
I I
I I
I I
IMG|U1 Inocull IMGIuZ Inocull

mesop?u e
Glucose

mesqp*n e
Glucose

I Cellulose 3¢ I cellulose 3¢

I Mce"l Inocul

mesqp“ﬂ‘e g
Cellobiose Cellulose '3C

I M ce||2 lnoculwﬁle [

mesop 9
Cellobiose I Cellulose 12C

Figure 31 : Microcosmes préparés pour I’étude de la fonctionnalisation en conditions mésophiles.

Afin de distinguer la phase de préadaptation et la phase de dégradation de la cellulose dans la
nomenclature des prélevements, le nom du substrat en cours d’incubation est accolé au nom de

I'incubation (par exemple IM,, 1-Cellulose).

Deux prélevements de 6ml ont été réalisés durant la phase 1a, 1 prélevement a été réalisé pendant la

phase 1b et la phase 1c, et enfin 10 prélevements ont été réalisés durant la phase 2 (Figure 30).
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Le tableau ci-dessous résume lensemble des prélevements réalisés pour l'expérience mésophile

(Tableau 9).

Tableau 9 : Liste des prélévements réalisés pour les expériences de fonctionnalisation mésophile.

Nombre de jours

Nombre de jours

Microcosme Nom du prélevement depuis l'introduction Microcosme Nom du prélevement depuis l'introduction
du substrat du substrat
Temps initiaux (Mpro1 -t-1 0 Temps initiaux 1Mpo2 -t-1 0
IMp,1 -t0 0 1Mp,,2 -t0 0
IMp,,1-Propionate -t1 23 IMpr,2-Propionate -t1 23
Phase 1a - Phase 1a -
1M, 1-Propionate -t2 72 IMpr,2-Propionate -t2 72
Phase 1b 1M, 1-Propionate -t3 107 Phase 1b IMp,,2-Propionate -t3 107
Phase 1c 1M, 1-Propionate -t4 160 Phase 1c IMp,,2-Propionate -t4 160
N IMp,1-Cellulose -t1 1 IMp,,2-Cellulose -t1 1
o IMp,o1-Cellulose -t2 6 IMp,,2-Cellulose -t2 6
@Q‘ [Mpo1-Cellulose -t3 8 IMpo2-Cellulose -t3 8
A\ IMpro1-Cellulose -t4 10 IMp,o2-Cellulose -t4 10
‘,Q,q' IMp,1-Cellulose -t5 13 ‘_,q:" IMp,,2-Cellulose -t5 13
Q\@ IMp,,1-Cellulose -t6 17 Q\Q'b 1Mp,,2-Cellulose -t6 17
IMp,,1-Cellulose -t7 22 IMp,,2-Cellulose -t7 22
IMpro1-Cellulose -t8 29 1Mp,2-Cellulose -t8 29
IMp,1-Cellulose -t9 38 IMp,,2-Cellulose -t9 38
IMpro1-Cellulose -t10 55 IMpro2-Cellulose -t10 55
Temps initiaux (Mg L -t-1 0 Temps initiaux Mg, 2 -t-1 0
Mgyl -t0 0 IMgy2 -tO 0
phase 1a IMg,1-Butyrate -t1 23 phase 1a IMg,2-Butyrate -t1 23
IMg,;1-Butyrate -t2 72 IMg,2-Butyrate -t2 72
Phase 1b Mg, 1-Butyrate -t3 107 Phase 1b IMg,2-Butyrate -t3 107
Phase 1c IMg,:1-Butyrate -t4 160 Phase 1c Mg, 2-Butyrate -t4 160
N Mg, 1-Cellulose -t1 1 IMg,2-Cellulose -t1 1
< IMg,1-Cellulose -t2 6 & IMg,2-Cellulose -t2 6
@%‘} Mgy 1-Cellulose -t3 8 @Q\) IMg,2-Cellulose -t3 8
N\ IMg,1-Cellulose -t4 10 N Mg, 2-Cellulose -t4 10
"Q:" Mg, 1-Cellulose -t5 13 ‘_,q:\' IMg,2-Cellulose -t5 13
Q\\Ib Mg, 1-Cellulose -t6 17 Q‘\’b IMg,:2-Cellulose -t6 17
IMg,1-Cellulose -t7 22 IMg,+2-Cellulose -t7 22
IMg,1-Cellulose -t8 29 IMg,2-Cellulose -t8 29
IMg,1-Cellulose -t9 38 IMg,2-Cellulose -t9 38
Mgy 1-Cellulose -t10 55 IMg,2-Cellulose -t10 55
Temps initiaux Mg, 1 -1 0 Temps initiaux Mg, 2 -1 0
Mg, -t0 0 1Mgy2 -t0 0
Phase 1a Mg, 1-Glucose -t1 23 Phase 1a IMg),2-Glucose -t1 23
Mg, 1-Glucose -t2 72 IMg;,2-Glucose -t2 72
Phase 1b Mg, 1-Glucose -t3 107 Phase 1b IMg),2-Glucose -t3 107
Phase 1c Mgy, 1-Glucose -t4 160 Phase 1c IMg),2-Glucose -t4 160
S Mg, 1-Cellulose -t1 1 IMg),2-Cellulose -t1 1
RY Mg, 1-Cellulose -t2 6 \;_b IMg,2-Cellulose -t2 6
@(9\ Mg, 1-Cellulose -t3 8 @(9\ IMg,2-Cellulose -t3 8
N IMg),1-Cellulose -t4 10 A\ IMg;,2-Cellulose -t4 10
"Q:b IMgro1-Celluiose -t5 13 42,'" IMaro2-Cellulose -t5 i3
Q~¢’> Mgy, 1-Cellulose -t6 17 Q\@ IMgru2-Cellulose -t6 17
IMg,1-Cellulose -t7 22 IMg,2-Cellulose -t7 22
Mg, 1-Cellulose -t8 29 IMg,2-Cellulose -t8 29
Mg, 1-Cellulose -t9 38 IMg,2-Cellulose -t9 38
Mg, 1-Cellulose -t10 55 IMg;,2-Cellulose -t10 55
Temps initiaux (Mce1 -1 0 Temps initiaux Mez)2 -1 °
IMce 1 -t0 0 IMce2 -t0 0
phase 1a IMce) 1-Cellulobiose -t1 23 phase 1a IMce)12-Cellulobiose -t1 23
IMce)i 1-Cellulobiose -t2 72 IMce112-Cellulobiose -t2 72
Phase 1b IMce)i 1-Cellulobiose -t3 107 Phase 1b IMce12-Cellulobiose -t3 107
Phase 1c 1M 1-Cellulobiose -t4 160 Phase 1c IMce12-Cellulobiose -t4 160
N IMce 1-Cellulose -t1 1 IMce ) 2-Cellulose -t1 1
N IMce 1-Cellulose -t2 6 \{‘r IMce)2-Cellulose -t2 6
@(} IMcey1-Cellulose -t3 8 @(P IMce2-Cellulose -t3 8
A\ IMcen1-Cellulose -t4 10 N IMcei12-Cellulose -t4 10
,’J’ IMean1-Cellulose -t5 13 ‘,Q,"' M 2-Cellulose -t5 13
Q'(@ IMce 1-Cellulose -t6 17 QQQ IMce12-Cellulose -t6 17
IMce 1-Cellulose -t7 22 IMce12-Cellulose -t7 22
IMce 1-Cellulose -t8 29 IMce2-Cellulose -t8 29
IMce 1-Cellulose -t9 38 IMce)2-Cellulose -t9 38
IMcei1-Cellulose -t10 55 IMce)12-Cellulose -t10 S5

92




Matériel et méthodes

9.5. Effet de la co-inoculation de biomasses exogenes

L’objectif de cette étude était de mesurer l'effet de l'introduction d'une biomasse exogene sur le
démarrage des fonctions microbiennes et les potentialités de dégradation de la cellulose, en termes de
performance de dégradation et d'évolution de la structure et de la composition des communautés
microbiennes. Pour cela des incubations en microcosmes anaérobies ont été mises en place. On a
introduit dans ces microcosmes un inoculum contenant une flore caractéristique de la dégradation des
déchets non dangereux (inoculum de digesteur ’OM mésophile et lixiviat), ainsi que la biomasse
exogene (ici boue activée de station d’épuration ou contenu ruminal de vache). La quantité de biomasse
exogene apportée dans chaque incubation est 20% en masse de la quantité d’inoculum de boues d’OM
utilisée dans les autres microcosmes, soit 1.3g de culot de biomasse exogéne et/ou 20ml de liquide

exogene (équivalent a 18% en masse volatile).

Pour les deux biomasses exogenes, 7 microcosmes ont été mis en place. Deux d’entre eux contenaient
de la cellulose bactérienne enrichie en carbone 13. Un troisiéme microcosme contenait de la cellulose
bactérienne 2 un enrichissement naturel. Dans deux microcosmes on a introduit du foin, et dans deux
controles aucun substrat n’a été introduit. Dans chaque cas, la concentration de substrat introduite est
telle que la concentration de carbone en début de dégradation est de 100 mM de carbone. Ces

informations sont résumées sur les schémas suivants (Figure 32).

IIVIRumenIBoue—CeII 1/2/3 IIVIRumenIBoue—Foin 1/2 IMRumenlBoue—(ZJ 1/2

Figure 32 : Microcosmes préparés pour les expériences de co-inoculation de biomasses exogénes.

Une dizaine de prélevements de 6 ml a été réalisée dans chaque microcosme au cours de la dégradation
des substrats. Les tableaux ci-dessous résument 'ensemble des prélévements réalisés pour 'expérience

de co-inoculation avec le contenu ruminal (Tableau 10 et Tableau 11).
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Tableau 10 : Liste des prélévements réalisés pour I’expérience de co-inoculation avec le contenu ruminal.

Nombre de jours

Nombre de jours

Microcosme Nom du prélevement depuis I'introduction Microcosme Nom du prélevement :depuis I'introduction
du substrat du substrat
IMgymen-cenl -t-1 0 IMgymen-roinl -t-1 0
IMgymen-cei1 -t0 0 IMRumen-foinl -t0 0
IMgymen-cenn1 -tl 2 IMRumen-Foinl -tl 2
N IMpymen-cenl -t2 7 N IMgumen-oinl -t2 4
é\ IMgumen-cenl -t3 11 & IMgumen-roinl -t3 7
< IMaymen-con -t 14 < IMeumen-soinl t4 1
‘&o IMpumen-ceni1 ~t5 16 6&0 IMapmen ronl -5 1
@Q:) IMgymen-cen1 -t6 18 @Qg IMamen-roinl ~t6 16
N\ IMpymen-cen -t7 23 A\ IMaumen-roinl -t7 23
IMgumen-cen1 -t8 31 IMgumen-roinl -t8 31
IMgumen-cenl -t9 44 IMgymen-foinl -t9 44
IMRumen-cen1 -t10 66 IMgymen-roinl -t10 66
IMgymen-ce2 -t-1 0 IMRumen-foin2 -t-1 0
IMgymen-cell2 -t0 0 IMRumen-Foin2 -t0 0
lMR“me"'C.e.U.%..-tl 2 IMRgymen-Foin2 'tl 2
"\, IMgymen-cen2 -t2 7 ’\, IMRumen-foin2 -t2 4
N IMgumen-cen2 -t3 11 & IMgumen-roin2 -t3 7
& IMgymen-ce 2 -t4 14 «° Y 11
((&(\ IMgumen ceri2 -5 16 &z“ Mapmen roi2 -5 14
@Qb’ IMgymen.cen2 -t6 18 @QQ IMymenroin2 16 16
N IMgymen-cen2 -7 23 N IMaymen-roin2 -t7 23
IMgymen-cell2 -t8 o 31 _____IMRumen,Fomz -t8 31
IMgumen-cenn2 -t9 44 IMRumen-foin2 -t9 44
IMRumen-cen2 -t10 66 IMgymen-oin2 -t10 66
lMRumen—Cel|3 -t-1 i 0 IMRumen—Q)l -t-1 0
IMgymen-ce3 -t0 0 IMgumen-gl -tO 0
IMpymen-cen3 -t1 ,» IMgumen-gl -t1 2
% IMgumen-ceni3_-t2 ® IMgumen-gl ~t2 7
z\\ IMgumen-cen3 -t3 11 é\' IMgymen-pl -t3 11
QS-' IMpymen.cen3 -t4 14 & IMgumen gl -t4 16
6& IMgumen-cen3 -t5 16 \@% IMaumen-gl -t5 23
@Qyo IMgymen-ceil3 -6 18 IMRumen»Q)l -t6 31
\N IMaumen-cen3 -t7 23 IMaumen-gl ~t7 44
IMgumen-cen3 -t8 31 IMgumen-gl -t8 66
IMgymen-cen3 -t9 44 IMgumen-g2 -t-1 0
IMgumen-cen3 -t10 66 IMgumen-g2 -tO 0
,‘, IMgymen-g2 -t1 2
Q IMgumen-g2 -t2 7
é\' IMgumen-¢2 -t3 11
0((\ IMgumen.g2 -t4 16
@% IMgumen-g2 -t5 23
N IMgymen-g2 -t6 31
IMgumen-g2 -7 44
IMgumen-g2 -t8 66
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Tableau 11 : Liste des prélévements réalisés pour I’expérience de co-inoculation avec la boue de bassin
d’aération.

Microcosme

Nom du prélévement

Nombre de jours
depuis I'introduction
du substrat

Microcosme

Nom du prélévement

Nombre de jours
depuis l'introduction
du substrat

IMgoye-cennd -t-1 0 IMgoue-foinl -t-1 0
IMgoye-cen1 -t0 0 IMpoye-roin2 -tO 0
IMgoye-cenl -1 2 IMgoue-foin3 -t1 2
& IMgoye-cen1 -t2 7 N IMgoye-Foind -t2 4
2 IMgoye-cer1 -t3 11 & IMgoue-roin5 -t3 7
[¢2 IMgoue.con 1 -t4 14 < IMaoue roinb ~t4 1
R IMgouecenl -5 16 & IMsoveran? -t5 14
@Q?o IMgoye-cenl -t6 18 @Q;o IMeoue.ror8 -t6 16
N\ IMgoye-cenl -t7 23 N\ IMsoue roind -t7 23
IMgoye-cen1 -t8 31 IMgoue-foin10 -t8 31
IMgoue-cenl -t9 44 IMgoue-foinll -t9 44
IMgoye-cen1 -t10 66 IMgoue-foin12 -t10 66
IMgoye-cen2 -t-1 0 IMpoue-Foin2 -t-1 0
IMgoye-cel12 -t0 0 IMgoye-Foin3 -t0 0
IMBoue—C_eJ_@__'tl 2 IMBoue—Foin4 -tl 2
f\' IMgoye-cei2 -t2 7 '\/ IMgoue-foin5 -2 4
N IMgoye-ce2 -t3 11 & IMgoue-roin6 -t3 7
[¢2 IMgoue-con2 -t4 14 9 IMoue.roin? -t4 11
¥ IMgoye-cen2 -t5 16 & IMgoue.roin8 ~t5 14
@‘b° Moo cer2 -t6 18 @Q? IMaoue roin -t6 16
N IMgoye-ce2 -t7 23 N\ IMgoye-roinl0 -t7 23
IMgoue-cen2 -t8 31 IMgoue-foinll -t8 31
IMgoye-cer2 -t9 44 IMgoye-roinl2 -t9 44
IMgoye-cen2 -t10 66 IMgoue-foinl3 -t10 66
IMgoye-cen3 -t-1 0 lMBoue—Q)l -t-1 0
IMgoye-ce4 -t0 0 IMgoye-g2 -tO 0
IMgoye-cen5 -tl IMgoye-g3 -t1 2
f,, IMgoye-cenn6 -t2 N IMgoue.gh -t2 7
IMgoye.cen? -t3 11 ,Q Mgoue.g5 -t3 11
Q\\ IM 8 -t4 14 K4 IM 6 -t4 16
S Boue-Cell QQO Boue-@
R IMgoye-cen9 -t5 16 N IMgoue-g7 -t5 23
@Q;o IMaaue.con 10 -t6 18 IMgoueg8 -t6 31
\ IMBouefCeHll -t7 23 |MBoue—¢9 -t7 44
IMgoye-cen12 -t8 31 IMgoye.g10 -8 66
IMgoue-cen 13 -9 44 IMgoye-g2 -t-1 0
IMgoye-cen14 -t10 66 IMgoue.g3 -tO 0
IMpouegh -t1 2
"' IMgoue.g5 -t2 7
Q,Q IMgoue.g6 -t3 11
Q°° IMgoue.g7 -t4 16
\é IMgoue.g8 -t5 23
IMgoue-g9 -t6 31
IMgoye.¢10 -t7 44
IMgoye.g11 -8 66

95




Matériel et méthodes

96



— Influence de changements de
température






Influence de changements de température

1. Introduction

La digestion anaérobie se réalise dans trois grands domaines de température : psychrophile, mésophile
et thermophile (282). Méme si les grandes voies de dégradation des molécules organiques sont
semblables pour les trois gammes de température, les chemins métaboliques peuvent varier. En
particulier, les populations de microorganismes présentes aux trois températures ne sont pas identiques,
et semblent affectées par la température. Ce travail s'intéresse aux impacts de modifications rapides de
la température opératoire sur la flore de digestion de la cellulose et sur les performances et
caractéristiques de la dégradation associée. Les capacités de résistance et résilience de deux inocula
mésophiles et thermophiles a des variations brutales de température sont évaluées. Les questions
suivantes sont soulevées : la flore est elle capable de s’adapter rapidement a de nouvelles conditions de
température ? Les modifications imposées par le changement de température sont-elles temporaires ou

définitives ? Pour y répondre, deux expériences miroirs ont été réalisées.

Dans I'expérience IT, un inoculum thermophile complexe a été utilisé. Dans une premiére phase, la
dégradation de la cellulose par cet inoculum a été étudiée en conditions thermophiles. Dans un second
temps, la température d’incubation a été modifiée brutalement afin de réaliser une dégradation
mésophile de la cellulose et d’évaluer la résistance du systeme face a la perturbation. Enfin dans une
troisieme phase, la température a été ramenée a sa valeur initiale (55°C) afin d'apprécier la capacité du
systeme a revenir a son état normal (résilience) apres la perturbation. De la cellulose a été ajoutée au

début de chacune des phases d’incubation.

L’expérience miroir a été réalisée en partant d’'un inoculum mésophile (expérience IM), incubé avec

de la cellulose successivement a 35°C, 55°C et enfin 35°C.

La figure suivante (Figure 33) présente les modifications de température réalisées en fonction des

phases d’incubation.

Phase 1 Phase 2 Phase 3
Température adaptée Température modifiée Température adaptée
a l'inoculum initial a Pinoculum initial
>
Temps

Figure 33 : Modification des températures d’incubation au cours des trois phases de ’expérience.
De la cellulose a été introduite dans les microcosmes au début de chaque phase d’incubation.

Ces incubations ont été réalisées en triplicat. Le schéma ci-dessous (Figure 34) résume le déroulement

des incubations pour les trois microcosmes des expériences I'T et IM, appelés respectivement I'T1, I'T2,
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IT3 et IM1, IM2, IM3. Afin d’étudier la fraction fonctionnelle des microorganismes, de la cellulose
marquée (13C) a été introduite dans un des trois microcosmes au cours de chacune des phases
(respectivement I'T1/IM1, IT2/IM2 et IT3/IM3 pour les phases 1, 2 et 3). Pour chaque expérience,
deux témoins sans changement de température ont été réalisés (IT4, I'T5 et IM4, IM5). Différents
prélevements ont été réalisés au cours du temps pour analyser les parametres physico-chimiques et
microbiologiques de la dégradation. Un tableau présenté dans le chapitre précédent (paragraphe 9.2)

reprend la nomenclature et la chronologie des différents préléevements.

IT Microcosme 1 Microcosme 2 Microcosme 3 IM
Ajout de Ajout de Ajout de
cellulose 3C cellulose 2C cellulose 2C
P'S‘gfg1 Phase 1
35°C

Ajout de Ajout de Ajout de
cellulose '2C cellulose °C cellulose '2C

Phase 2 Phase 2
35°C 550C

Temps
Temps

Ajout de Ajout de Ajout de
cellulose 2C cellulose 2C cellulose °C

Phase 3 Phase 3
55°C 3500

Figure 34 : Microcosmes et phases d’incubation des expériences IT et IM.

Dans un premier temps intéressons nous aux données physico-chimiques obtenues. Les données des
témoins seront présentées de fagon plus succincte aprés I'analyse des résultats des triplicats

expérimentaux.

2. Données physico-chimiques
2.1. Productions de gaz

Des prélevements liquides ayant été réalisés au cours des différentes phases de I'expérience, le volume
contenu dans les flacons a évolué au cours du temps. Afin de se placer dans des conditions équivalentes
dans chacune des phases, la quantité de cellulose ajoutée a été ajustée afin d’apporter une concentration

constante de carbone organique en début de chaque phase d’incubation (2,7¢ /L de cellulose soit 1,2
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g/L= 100 mmoles/L de carbone). Par conséquent, afin de pouvoir comparer les productions de gaz

des différentes phases, celles-ci ont été exprimées en mg de carbone de gaz produit, puis normalisées
p > p g gaz p %

par la quantité de carbone introduite au début de chaque phase (mg). Cette normalisation sera utilisée

pour comparer les différents résultats obtenus.
2.1.1.Production de biogaz total
2.1.1.1. Expérience IT
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Figure 35 : Taux de conversion de la cellulose en biogaz total, expérience IT.
Les barres d’erreur correspondent aux écarts-types (n=3).

La production de gaz obtenue pour I'expérience IT (inoculum thermophile) en premicre phase
indique un taux de conversion de la cellulose en biogaz d’environ 60%, obtenu aprés 20 jours
d’incubation environ. La production de gaz démarre sans latence, et I'ensemble du biogaz semble étre
produit en une seule fois. Les trois réplicats présentent peu de divergences, les écart-types sont assez
faibles (. Figure 35).

Apres modification brutale de température et ajout de cellulose (phase 2, passage aux conditions
mésophiles), on observe une perte de fonctionnalité du systeme par rapport a la phase 1. La production
de gaz est tres faible pour les différents réplicats, qui montrent la encore des résultats voisins. Un
plateau de production est atteint vers 30 jours, aux alentours de 20% de conversion. Il n’y a donc
qu’une faible résistance fonctionnelle suite au changement de température. Une ou plusieurs des étapes

du processus physicochimique de dégradation ont été¢ modifiées ou bloquées.

Enfin, dans la troisieme phase, apres retour aux conditions initiales, (passage des conditions mésophiles
aux conditions thermophiles), on observe un retour a la normale de la fonctionnalité des microcosmes.
La production totale de gaz normalisée moyenne obtenue est en effet proche de celle mesurée au cours

de la premiere phase (environ 55% de conversion obtenus aprés une vingtaine de jours avec une
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cinétique équivalente). Il y a donc résilience fonctionnelle apparente. Cependant, on constate que les
¢écarts-types pour les différents réplicats sont assez importants. En effet, les triplicats commencent a
beaucoup diverger a partir de la troisieme phase, peut-étre suite a la perturbation apportée au cours de

la phase 2. Seul I'T2 a le méme comportement en phases 1 et 3.

Enfin, notons que les témoins sans changement de température se comportent en phase 1 comme les
triplicats I'T1, IT2 et IT3. Apres le nouvel ajout de cellulose en phase 2, aucun changement n’est
observé pour le niveau de production des témoins (ratio de 60% environ), la cinétique est cependant
plus rapide (plateau aprés une douzaine de jours). En troisiéme phase, la production obtenue est plus
faible que celle observée pour les deux autres phases (ratio de 30% seulement), mais la cinétique de
production reste tres rapide (plateau atteint apres 6 jours seulement). Au cours des différentes phases, le
plateau est atteint de plus en plus vite, ce qui suggere que les microorganismes sont adaptés a la
dégradation de la cellulose en conditions thermophiles. Le niveau plus faible de production pour les
témoins en phase 3 semble indiquer que le comportement des microcosmes évolue méme lorsqu'ils ne

sont pas soumis a des modifications de température, mais beaucoup plus lentement toutefois.

2.1.1.2. Expérience IM
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Figure 36 : Taux de conversion de la cellulose en biogaz total, expérience IM.
Les barres d’erreur correspondent aux écarts-types (n=3).

Les productions de gaz obtenues pour l'expérience IM (inoculum mésophile) présentent des
caractéristiques différentes de celles de IT. Dans cette expérience (¢ Figure 306), environ 70% du
substrat initial est converti en gaz au cours de la premiere phase. Cependant la production de gaz est
plus lente et progressive (plateau vers 50 jours). Elle présente une latence d’une dizaine de jours. Une
inflexion de la courbe de production vers 25 jours suggere que la production de gaz est peut-étre

réalisée en deux temps.
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Apres le changement de température (passage aux conditions thermophiles), contrairement a
Iexpérience IT, la production démarre instantanément pour attendre environ 60% apres une
cinquantaine de jours. La production semble passer par deux phases également, qui sont cette fois plus
nettement marquées (séparées par une trentaine de jours d’incubation, entre jour 5 et jour 35). Il y a

résistance fonctionnelle apparente suite au passage en conditions thermophiles.

A Topposé de ce qui a été observé dans Pexpérience IT pour la troisieme phase, le retour a la
température mésophile initiale ne s’accompagne pas d’une production importante de biogaz. e
systeme semble bloqué, et le plateau de 20% de conversion du substrat en gaz est atteint apres 20 jours
d’incubation et n’évolue plus, méme aprés plusieurs semaines supplémentaires d’incubation. La
fonctionnalité semble avoir été perdue lors du passage a 55°C. Il n’y a pas de résilience fonctionnelle

dans ce cas.

Enfin, les écart-types relativement faibles mesurés montrent que les différents réplicats de Pexpérience
IM donnent des résultats semblables, et on n’observe pas de dérive fonctionnelle entre les réplicats

suite aux perturbations.

Les témoins sans changement de température se comportent en phase 1 comme les triplicats IM1, IM2
et IM3. Pour les deux autres phases le niveau de production atteint est le méme qu’en phase 1, mais le
plateau est atteint de plus en plus rapidement (25 jours en phase 2 et 20 jours en phase 3). Comme dans
le cas des témoins de Pexpérience IT, on peut imaginer que la biomasse est de plus en plus adaptée
pour la dégradation de la cellulose, elle est donc plus rapide méme si ses performances restent

constantes.

2.1.1.3. Bilan

Note : les tanx: de conversion de la cellulose en biogag penvent paraitre faibles, notamment dans les cas on les systémes ne
semblent pas affectés par les changements de température et on la cellulose se dégrade corvectement. Les prélevements
liguides réalisés an conrs de ['expérience sont en effet responsables du retrait d’une quantité importante de carbone qui n’est
pas converti en biogaz. Linfluence de ces prélevements est discutée an paragraphe 2.4 et explique les valeurs observées,

plus faibles qu’attendues.

Méme si la cinétique est plus lente, le rendement apparent de conversion de la cellulose en gaz est un
peu plus important dans les microcosmes inoculés avec I'inoculum mésophile que dans ceux inoculés
avec I'inoculum thermophile. L'inoculum thermophile semble étre directement adapté (pas de latence)
alors que I'inoculum mésophile n'est fonctionnel (pour la production de gaz) qu'apres plusieurs jours.

La production en deux étapes est peut-étre en lien avec la nécessité de cette phase d'adaptation.

Par ailleurs, ces premiers résultats montrent une asymétrie des deux inocula face aux perturbations
induites par les changements de température. L’inoculum thermophile ne s’adapte pas au changement
de température, mais conserve sa fonctionnalité disponible pour un retour aux conditions initiales. On
pourra toutefois s'interroger sur les raisons de la divergence observée dans les réplicats de l'expérience
IT a partir de la phase 3. Au contraire, I'inoculum mésophile s’adapte au passage en conditions

thermophiles, méme si cela implique une production de gaz en deux temps. Il n’est par contre pas
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résilient. Ces deux expériences suggerent donc que le passage des conditions thermophiles aux
conditions mésophiles s’accompagnerait d’une perte de fonctionnalité provoquant un arrét de la
dégradation. En revanche, le passage des conditions mésophiles aux conditions thermophiles ne semble

pas pénalisant, mais ne permet pas de retour en arricre.

2.1.2. Productions spécifiques de biogaz

2.1.2.1. Dioxyde de carbone
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Figure 37 : Taux de conversion de la cellulose en CO,, Figure 38 : Taux de conversion de la cellulose en CO,,

expérience IT. expérience IM.
Les barres d’erreur correspondent aux écarts-types Les barres d’erreur correspondent aux écarts-types
(n=3). (n=3).

Pour I'expérience IT (voir Figure 37), les conclusions pour le CO, sont les mémes que celles énoncées
pour la production totale de biogaz, mis a part la cinétique de production qui est plus rapide pour le
CO,, celui-ci étant sans doute produit plus tot que le CH,. La production de la phase 3 semble tres
légerement supérieure en moyenne par rapport a la phase 1, mais les écarts entre réplicats pour cette
phase ne permettent pas de conclure. Pour les témoins IT4 et I'T5 on observe le méme niveau de
production (20-25% de CO, produit) pour les trois phases, avec une cinétique un peu plus rapide a

chaque phase.

Pour I'expérience IM (voir Figure 38), les observations sont légerement différentes de celles réalisées
pour la production totale de biogaz. Pour la phase 1, la production de CO, est observée avec une
latence de quelques jours et atteint un plateau apres une cinquantaine de jours. La cinétique de
production est plus rapide que celle du gaz total au départ, mais plus lente a la fin, le CO, est donc
plutot produit en début de dégradation. Pour la deuxieme phase, la production est observée sans
latence et tres rapidement. Elle est réalisée en seulement 6 jours. Au-dela, plus aucune production de
CO, n’est observée jusqu’a la fin de cette phase. Elle est un peu plus faible en moyenne qu’a la phase 1
(environ 80%). Enfin, la production de CO, lors de la dernicre phase atteint en moyenne environ 70%

de la production observée dans la phase 1, en un laps de temps comparable. Le retour a la température
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initiale n’a pas eu d’influence aussi forte sur les taux de production de CO, que sur la production de

biogaz total.

La production des témoins sans changement de température est équivalente en phase 1 a ce qui a été
observé plus haut pour IM1, IM2 et IM3. Pour les phases 2 et 3 le comportement reste le méme, mais

la cinétique est accélérée, comme pour le biogaz total.

2.1.2.2. Méthane
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Figure 39 : Taux de conversion de la cellulose en CHj,, Figure 40 : Taux de conversion de la cellulose en CHy,,

expeérience IT. expérience IM.
Les barres d’erreur correspondent aux écarts-types Les barres d’erreur correspondent aux écarts-types
(n=3). (n=3).

La production de méthane pour I'expérience IT (Figure 39) suit la méme tendance que celle observée
pour la production de biogaz total, sa cinétique étant légerement plus lente. La production moyenne de
méthane en phase 3 semble toutefois plus faible qu’a la phase 1, mais les différents réplicats montrent
des valeurs différentes. Le comportement des témoins est intéressant. En phase 1, ils transforment
environ 37% de la cellulose initiale en CH,, comme les triplicats IT1, IT2 et IT3. Leur comportement
est le méme en phase 2 (ratio de 37% pour le CH,), mais en phase 3 seulement 14% sont produits, alors
que la production de CO, n’a pas diminué (¢f. paragraphe précédent). La dérive observée est donc liée a
la production de méthane, ce qui suggere un épuisement spécifique des populations méthanogenes au

cours des injections successives de cellulose.

Pour Pexpérience IM (Figure 40), la production de méthane en phase 1 est lente mais régulicre, et
atteint un plateau vers 55 jours. Tout comme sur la courbe de production de biogaz total, une légere
inflexion laisse imaginer deux étapes de production, mais la tendance n’est pas nette. Pour la seconde
phase cette production en deux étapes est beaucoup plus visible. Une faible quantité de méthane est
produite pendant les tout premiers jours de lincubation (20%), puis la majorité du méthane est
produite entre les jours 35 et 55 (les 80% restant), aprés une interruption de presque 30 jours. Le niveau
total de production est comparable a celui observé pour la phase 1. Enfin en phase 3, on peut observer
que seulement une tres faible quantité de méthane est produite pendant les premiers jours, puis que

Pactivité méthanogeéne est complétement absente jusqu’a la fin de I'incubation. La production des
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témoins sans changement de température est équivalente en phase 1 a ce qui a été observé plus haut.
Pour les phases 2 et 3 le comportement reste le méme, mais la cinétique est accélérée, comme pour le

biogaz total.

2.1.2.3. Autres gaz

Les évolutions de la concentration de N,, O, N,O, NH,;, H,S et H, dans le ciel gazeux des
microcosmes ont également été suivies au cours du temps. Dans les deux séries d’expériences (IT et

IM), la quantité de ces gaz est quasi constante (évolution de moins de 1%0).

2.1.2.4. Synthese

Pour I'expérience IT les observations faites pour CO, et CH, sont globalement les mémes que celles
réalisées pour la production globale. On observe que le CO, est produit un peu plus rapidement que le
CH,, dont la production s’¢tale plus longtemps. On peut ajouter que pour la phase 1, le ratio final
moyen de production de CH, / production de CO, est de 1,65 alors qu’il est de 1,38 pour la phase 3 (et
1,27 pour la phase 2). Cette différence entre le ratio a la phase 1 et a la phase 3 pose la question, méme
si les niveaux de production sont du méme ordre de grandeur, de la similarité des voies métaboliques
utilisées pour produire le biogaz. Ces observations devront étre mises en regard des autres résultats

physico-chimiques et microbiologiques pour les compléter.

Les données de production spécifique apportent également des éléments nouveaux pour I'expérience
IM. On observe tout d’abord que lors de la phase 1 le CO, est produit avant le CH,. Celui-ci est produit
plus lentement, et progressivement tout au long de la dégradation. De méme, la production de biogaz
total en deux temps observée pour la phase 2 de I'expérience IM semble étre bien expliquée par les
productions spécifiques de biogaz. La premiere étape est une production majoritaire de CO,, avec peu
de CH, (le CO, provient sans doute majoritairement des étapes d’hydrolyse, et une petite quantité est
produite avec le CH,), alors que la seconde étape correspond a une production de méthane
exclusivement (ceci laisse penser a la méthanogenése hydrogénotrophe, et le temps de latence suggere
que les populations d’archées ont di s’adapter a la nouvelle température. Enfin, lors de la phase 3,
méme si un peu de CO, est produit (sans doute au cours des étapes d’hydrolyse), la production de CH,
est totalement stoppée, la fonction production de gaz a été bloquée suite au passage des conditions
thermophiles aux conditions mésophiles. On peut également se pencher sur les ratios production de
CH, / production de CO, pout la série IM. Pour la phase 1, ils sont de 1,61 — 1,72 — 1,66 pour IM1 —
IM2 — IM3 respectivement. Ils sont de 1,95 — 2,02 — 2,01 pour la phase 2 et enfin de 0,27 — 0,22 — 0,24
pour la troisieme phase. On remarque tout d’abord que les valeurs sont proches pour les trois réplicats
dans chacune des phases. Ceci est en bon accord avec les faibles écarts types calculés pour les
productions de gaz. On peut donc penser que les trois réplicats ont évolué de fagcon proche, avec le
méme métabolisme. Les valeurs de la phase 2 (conditions thermophiles) sont plus élevées que pour la
phase 1. Les chemins métaboliques employés sont différents. Enfin les valeurs tres faibles de la phase 3

sont en accord avec la faible production de méthane.
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2.1.3. Conclusions
Les principales conclusions des données sur les biogaz sont que :

e La cinétique est plus rapide pour I'inoculum thermophile, mais qu’on observe un rendement de

conversion de cellulose en gaz légérement moindre que pour I'inoculum mésophile

e Les changements de température demandent une adaptation du systéme et ont une influence

sur les voies de production du méthane

e Une asymétrie de comportement face au changement de température est observée :

o Résistance fonctionnelle apparente dans un cas, sans résilience (Série IM, inoculum

mésophile)

o Résilience fonctionnelle apparente mais pas de résistance (Série IT, inoculum

thermophile)

e Je passage par les conditions thermophiles fait définitivement perdre certaines des

fonctionnalités mésophiles

e Le passage par les conditions mésophiles induit une divergence de comportement au retour en

conditions thermophiles
2.2. Analyses physicochimiques de la phase liquide
2.2.1. Carbone organique et inorganique dissous

2.2.1.1. Expérience IT
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Figure 41 : Evolution de la concentration en carbone Figure 42 : Evolution de la concentration en carbone
inorganique dissous, expérience IT. Les barres organique dissous, expérience IT. Les barres d’erreur
d’erreur correspondent aux écarts-types (n=3). correspondent aux écarts-types (n=3).

La quantité de carbone inorganique dissous évolue peu au cours des différentes phases de dégradation
de l'expérience IT (inoculum thermophile) (Figure 41). Les valeurs mesurées pour les trois phases sont

comparables. Ceci est en accord avec les valeurs de pH (non montrées) qui évoluent peu. Les
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observations sont les mémes pour les témoins. On observe toutefois une légere diminution des CID en

cours de phase 2.

Les valeurs de carbone organique dissous sont quant a elles plus fluctuantes. Pour les phases avec
production de gaz (phases 1 et 3), elles augmentent apres quelques jours de dégradation puis diminuent
par la suite. Ceci correspond logiquement a ce qui est attendu, une accumulation de sous-produits
organiques dissous issus de la dégradation de la cellulose, puis leur consommation par des
microorganismes pour former CO, et CH,. Pour la phase 2 on observe une augmentation de la quantité
de COD au cours du temps mais pas de diminution. On peut imaginer différentes hypotheses. Une
d’entre elles est que seules les fonctions de production de gaz sont arrétées, et que les étapes amont de
dégradation de la cellulose se réalisent malgré le changement de température, provoquant
I'accumulation de molécules organiques dissoutes selon un métabolisme similaire ou différent de celui
de la phase 1. Une autre hypothese est que la biomasse issue de la phase 1 et non active en phase 2 se

dégrade et entraine une augmentation de la quantité de carbone organique dissous.

2.2.1.2. Expérience IM
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Figure 43 : Evolution de la concentration en carbone Figure 44 : Evolution de la concentration en carbone
inorganique dissous, expérience IM. Les barres organique dissous, expérience IM. Les barres d’erreur
d’erreur correspondent aux écarts-types (n=3). correspondent aux écarts-types (n=3).

Dans cette expérience, on remarque également que les valeurs de CID évoluent peu au cours d’une
méme phase de dégradation. On peut noter que la valeur moyenne des CID au cours d’une phase

diminue d’une phase a I'autre, en particulier entre la deuxieme et la troisiéme phase.

Pour la premicre et la deuxieme phase, les valeurs de COD augmentent puis diminuent en fin de
dégradation. Comme dans l'expérience IT, ceci correspond a la formation des sous-produits de
dégradation de la cellulose qui sont ensuite convertis en biogaz. Pour la troisieme phase, la
concentration des COD, apres une légere augmentation, évolue peu. On peut émettre les mémes

hypotheses que pour la phase 2 de Pexpérience IT.
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2.2.2, Acides gras volatils

Les principaux AGV retrouvés au cours de expérience sont I'acide acétique et I'acide propionique.
Ceci n’exclue pas que la dégradation passe par d’autres AGV, mais leur accumulation n’est pas

suffisante pour permettre leur détection.

2.2.2.1. Expérience IT
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Figure 45 : Evolution de la concentration en acides gras volatils, expérience IT. Les barres d’erreur
correspondent aux écarts-types (n=3).
Pour la premiére phase, le comportement observé est le méme que pour les COD. De TI'acide acétique
est produit en début de dégradation puis est consommé pour étre transformé en biogaz. Son

épuisement correspond a I'arrét de la production de biogaz.

Au cours de la deuxiéme phase, de 'acide acétique est présent en quantité importante et de fagon peu
variable aux différents prélevements effectués. Il y a donc une accumulation d’acide acétique, ce qui
suggere quune des fonctions perdue suite au changement de température est celle de la

dégradation de I’acide acétique en biogaz, mais pas la production d’acide acétique.

Enfin pour la troisieme phase, on remarque une forte concentration d’acide acétique en début
d’incubation, provenant de la cellulose ajoutée qui se dégrade, mais venant sans doute également en
partie de P'acide acétique résiduel accumulé lors de la phase 2 et non dégradé. Cet acide acétique est
dégradé au cours du temps de fagon inégale selon les microcosmes. On peut ainsi noter d’importants
écart-types entre les réplicats qui correspondent aux différences de fonctionnement des uns par rapport

aux autres.

2.2.2.2. Expérience IM

Au cours des phases 1 et 2, on observe une augmentation de la concentration d’acide acétique puis

diminution, ce qui correspond a sa production suivie de sa dégradation. On note en phase 2 une
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accumulation importante d’acide acétique pendant le premier plateau de production de biogaz. Ceci
confirme I’hypothése qu’a ce moment les archées ne sont plus capables de dégrader I'acide acétique
pour produire du gaz. Elles doivent s’adapter au changement de température. La dégradation de la
cellulose en phase 1 passe par la production intermédiaire d’acide propionique qui s’accumule et n’est
dégradé sans doute que lorsque I'acide acétique a été consommé. Cet intermédiaire est toutefois présent

de maniére moins importante que P'acide acétique.
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Figure 46 : Evolution de la concentration en acides gras volatils, expérience IM. Les barres d’erreur
correspondent aux écarts-types (n=3).
Les niveaux de concentration en acide acétique obtenus sont moins élevés que pour expérience IT, ce
qui s’explique sans doute par une dégradation globale de la cellulose plus lente pour expérience IM
que pour IT (50 jours environ contre une vingtaine de jours pour la production de biogaz). La

production et la dégradation étant plus étalées dans le temps, 'accumulation est moins importante.

Pour la derniére phase (sans production de gaz) on observe un niveau assez constant d’acide acétique et
d’acide propionique, ce dernier étant présent en quantités faibles. Comme pour IT en phase 2, la
consommation de 'acide acétique semble stoppée ou ralentie suite au changement de température. 11
sera intéressant de voir si lacide acétique et l'acide propionique accumulés proviennent de la

dégradation de la cellulose ou d’un autre substrat présent dans le microcosme (biomasse).

2.3. Analyses isotopiques

Les analyses isotopiques ont été réalisées sur un seul réplicat a chaque phase. Dans la mesure ou les
réplicats montraient de fortes similitudes pour les autres analyses physicochimiques (expérience IT,
phase 1 et 2, expérience IM, les trois phases), nous pouvons considérer que ces valeurs sont
représentatives des différents réplicats (sauf pour l'expérience IT phase 3). Notons également que les
valeurs mesurées correspondent a l'enrichissement du gaz ou des AGV accumulés dans le systeme, et
ne sont pas une valeur de la production instantanée. Elles donnent tout de méme une indication

qualitative sur les phénomenes en jeu.
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2.3.1. Gaz

Pour 'expérience IT, on peut noter, quelle que soit la phase étudiée, que le pourcentage de BC dans le
méthane n’est pas de 100. Ceci signifie qu'une partie du CH, a été formée a partir des carbonates
initialement présents dans le milieu, ou encore qu’il est formé a partir d’acide acétique non enrichi a
100% en “C, donc pas formé exclusivement a partir de la cellulose introduite. On peut ajouter que dans
chaque phase le méthane étant plus enrichi que le dioxyde de carbone, il n’a pas été formé uniquement
par méthanogenese hydrogénotrophe a partir de carbonates (on peut en effet considérer qu'il n'y a pas
de fractionnement isotopique entre le CO, gazeux et le CO, dissous ou sous forme de carbonates)
(283). Plus précisément pour les phases 1 et 2, la méthanogenese serait d’abord majoritairement
hydrogénotrophe (la composition isotopique du méthane suit de pres celle du dioxyde de carbone), puis
une méthanogenese majoritairement acétoclaste (fort écart entre la composition isotopique du dioxyde
de carbone et du méthane). Pour la phase 3, I’écart entre la composition isotopique du dioxyde de
carbone et du méthane n’augmente jamais, ce qui suggere que la méthanogenése acétoclaste est

résiliente mais que la méthanogenése hydrogénotrophe I’est davantage.
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Figure 47 : Enrichissement isotopique des gaz, Figure 48 : Enrichissement isotopique des gaz,
expeérience IT. expérience IM.

Pour I'expérience IM, seules les valeurs d’enrichissement des gaz pour la premicre phase de dégradation
sont disponibles, les analyses des autres échantillons n’étant pas exploitables. Le méthane produit est
enrichi d’abord a 18% puis a 50% environ, alors que le dioxyde de carbone présente un enrichissement
de 20%. On peut imaginer quune méthanogenese d’abord majoritairement hydrogénotrophe puis

acétoclaste est en jeu.

2.3.2. Acides gras volatils

Les analyses isotopiques révelent la présence d’acide acétique, d’acide propionique et d’acide butyrique
marqués dans le systeme. Des voies métaboliques les mettant en jeu sont donc actives, méme si
I'accumulation de ces AGV n’est pas toujours suffisante pour mesurer leur concentration (¢ 0.) L’acide
butyrique est malgré tout présent en quantité bien moindre et les valeurs mesurées sont a la limite de
détection de I'appareil. Nous ne présenterons donc ici que les données d'acide acétique et d’acide

propionique.
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2.3.2.1. Expérience IT
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Figure 49 : Enrichissement isotopique de ’acide acétique et de I’acide propionique, expérience IT.

Les résultats montrent que I'acide acétique produit lors de la premiere phase de la série I'T est fortement
enrichi. On peut donc penser quil provient majoritairement de la dégradation de la cellulose. Les
valeurs plus faibles pour les derniers prélévements de IT1 sont moins significatives car la quantité
d’acide acétique dans le milieu est moins importante, il est donc facilement dilué par une faible

production d’acide acétique venant d’une autre source, dégradation de la biomasse par exemple.

Pour la seconde phase, I'enrichissement de Iacide acétique est d’environ 60%. Une partie non
négligeable provient donc de la dégradation de la cellulose. Les premicres étapes de dégradation de la
cellulose n’ont pas été completement bloquées, mais elles n’ont été que ralenties, ou remplacées par
d’autres voies métaboliques. L’autre partie de l'acide acétique non enrichi peut étre issue de la
dégradation de biomasse morte suite au choc de température, ou encore de la réduction du CO, pour
produire de I'acide acétique, ce qui expliquerait la diminution de CID observée en phase 2. On peut
essayer de le déterminer rapidement : on observe en phase 2 de Pexpérience IT2 une accumulation
d’environ 600 mg de C/L d’acide acétique, soit si on prend une valeur moyenne d’enrichissement de
60%, 240 mg de C/L d’acide acétique non enrichi. Or initialement en phase 1, 1200 mg de C/L ont été
introduits avec la cellulose dans IT2. Si 'on considére qu'en conditions anaérobies la biomasse fixe
environ 5% du carbone métabolisé (§), et que tout le carbone issu de la cellulose a été métabolisé, en fin
de phase 1, la phase liquide de IT2 contient 60 mg/L de biomasse nouvellement formée. La
dégradation de cette biomasse ne suffit donc pas a expliquer le faible pourcentage d’enrichissement en
phase 2. 185mg de C/L d’acide acétique au moins ont une autre origine, probablement

I’homoacétogenése a partir du CO,,.

Les valeurs obtenues pour la troisieme phase sont plus difficilement interprétables. En effet, le systeme
contient un mélange d’acide acétique résiduel de la phase 2 de I'T3 (non enrichi) et de I'acide acétique

enrichi issu de la dégradation de la cellulose nouvellement introduite dans I'T3.
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Les conclusions sont les mémes avec les valeurs obtenues pour I'acide propionique pendant les trois
phases. I’acide propionique est légérement moins enrichi que I'acide acétique. On peut imaginer qu’une
partie de 'acide propionique pourrait avoir pour origine une réduction de l'acide acétique. Afin de le
vérifier, il faudrait savoir si les molécules d'acide acétique et d’acide propionique contiennent a la fois
des carbones ’C et ’C ou uniquement un type de carbones. On peut également signaler que de I'acide
butyrique enrichi (75-80%) a été détecté lors de la premicre phase, signe qu’une voie métabolique

passant par cet intermédiaire est active, méme si elle est minoritaire.

2.3.2.2. Expérience IM
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Figure 50 : Enrichissement isotopique de ’acide acétique et de I’acide propionique, expérience IM.

Dans les trois phases, Uenrichissement de I’acide acétique atteint au maximum 75% et est d’environ 60-
65% en moyenne (quand il est présent en quantité significative dans le milieu). Par conséquent la
totalité ne provient pas de la dégradation de la cellulose mais a d’autres origines. En particulier, les
points IM2 (j22) et IM2 (j34) de la phase 2 correspondent a une concentration en acide acétique
équivalente dans le milieu, mais ne présentent pas le méme enrichissement. On peut penser que la
dégradation de biomasse morte est importante et apporte de I'acide acétique non marqué. Le méme
calcul que pour I'expérience I'T montre qu’une autre possibilité serait une production d’acide acétique
par réduction du CO, du milieu, non enrichi a 100%. Ceci est en accord avec la baisse de CID
observée. L’acide propionique est moins enrichi que l'acide acétique (50 a 60 % environ). De la méme
facon, on peut imaginer qu'une partie de I’acide propionique pourrait avoir pour origine une réaction de
propionogenese a partir d’acide acétique, d’hydrogene et de CO,,.

Ces valeurs mises en regard des valeurs d’enrichissement du méthane pour la phase 1 laissent penser
que le méthane provient pour partie de la dégradation de I'acide acétique dans cette phase. Cependant,

nous ne disposons pas d'assez de valeurs pour déterminer précisément l'importance des différentes

voies métaboliques au cours du temps. L'enrichissement important de l'acide acétique en phase 3 nous

111



Influence de changements de température

confirme toutefois que toutes les étapes d’hydrolyse et de fermentation de la cellulose ne sont pas
stoppées, et que la méthanogenese acétoclaste est responsable de 'absence de résilience fonctionnelle

de la digestion anaérobie.
2.4.Influence des prélevements liquides

Pour les deux expériences, la répartition du carbone au cours du temps a été estimée dans les

différentes phases en tenant compte des prélevements liquides et de la production de biogaz (Figure 51

et Figure 52).
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Figure 51 : Répartition du carbone au cours du temps, expérience IT.
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Figure 52 : Répartition du carbone au cours du temps, expérience IM.
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Ces graphiques font apparaitre I'influence non négligeable des prélevements liquides sur les flux de
carbone. Ceci explique en partie les rendements de conversion de la cellulose en biogaz inférieurs a
ceux attendus. On estime en effet que la quantité de carbone assimilée par les microorganismes est
d’environ 5% de celle contenue dans la cellulose initiale (§) ce qui n'était pas ici suffisant pour expliquer
le défaut de production de gaz. Plus précisément, on peut déterminer que pour I'T, approximativement
7 mg de C issus de cellulose non dégradée ont été prélevés au cours de la phase 1, 24 mg au cours de la
phase 2 et 34 mg au cours de la phase 3. Pour IM il s’agit de 22 mg en phase 1, 27 mg en phase 2 et 43
mg en phase 3. La cinétique de dégradation étant plus élevée pour IT que pour IM, notamment en
phase 1, la cellulose reste accumulée moins longtemps, ce qui explique qu’au total une quantité moins
importante soit prélevée. Ce résultat confirme également que la conversion de la cellulose en biogaz,
méme si elle est plus lente, est plus importante pour IM que IT en phase 1, puisque le taux de
conversion de la cellulose en biogaz est plus important, méme si 'importance des prélevements est plus

grande.

3. Analyses microbiologiques

3.1. Observation des profils ARISA de la diversité totale

Des profils ARISA des communautés archées et bactéries ont été réalisés régulicrement au cours de la
dégradation (environ quatre points par phase). Ils sont présentés en annexe (annexe 1) et analysés

qualitativement dans les paragraphes suivants.

3.1.1.Expérience IT
3.1.1.1. Archées

Les résultats obtenus pour les archées sont assez reproductibles dans les trois microcosmes dans les
trois phases. Pour la premiere phase, deux communautés sont observées. Un premiere est présente aux
jours 4 et 8, et évolue vers une autre que 'on retrouve aux jours 21 et 32. Peut-étre que différentes
especes d’archées sont impliquées au cours de la production de biogaz. Une interviendrait de fagon plus
précoce (avant le jour 8) et lautre dans un second temps (les bandes spécifiques commencent a

apparaitre sur les profils au jour 8).

Au cours de la phase 2, les profils n’évoluent pas, et sont presque les mémes que le profil final obtenu
en fin de phase 1. Les populations d’archées n’ont pas su s’adapter au changement de température et
n’ont pas évolué. Ceci est en accord avec I'absence de production de biogaz lors de la phase 2. On peut
toutefois noter I'apparition progressive d’une bande qui sera retrouvée en phase 3 d’environ 600 paires

de bases.

Lors de cette dernicre phase, de nouvelles bandes apparaissent nettement. Les profils obtenus sont un
peu différents de ceux de la premicre phase. Notons également que la diversité observée entre les trois
microcosmes semble tres proche. Les différences de performance observées entre les réplicats de la

phase 3 ne seraient donc pas liées aux populations archées.
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3.1.1.2. Bactéries

Pour la premiére phase on observe de bons réplicats entre les trois microcosmes. L.a communauté a
Porigine de la dégradation de la cellulose peut étre observée sur les deux premiers points (jour 4 et 8).
Elle est stable entre ces points, et différente de I'inoculum initial. Les deux autres prélevements (jours
21 et 32) ont été réalisés apres la production importante de biogaz, alors que toute la cellulose était déja
dégradée. Ces deux profils sont semblables au profil de TI'inoculum initial. Or ce dernier a été
«préincubé » sans substrat pendant quelques jours avant d’étre congelé puis utilisé. Les bandes
observées sur ces profils ARISA correspondent sans doute a des microorganismes recyclant la

biomasse morte, et intervenant en fin de dégradation des substrats.

Au cours de la deuxiéme phase, les profils sont encore trés reproductibles entre les trois microcosmes.
Des bandes spécifiques apparaissent sur le premier profil (jour 11) et disparaissent pour laisser place a
un profil proche de celui observé en fin de dégradation de la phase 1. Les bandes observées sur le
premier profil correspondent sans doute aux microorganismes responsables de la dégradation de la

cellulose et de la formation d’acide acétique au début de la phase 2. Le systéme est ensuite peu variant.

Enfin en phase 3 les profils obtenus pour les différents microcosmes sont trés variables. Ceci est en
accord avec les divergences de comportement observées auparavant (production de gaz, COD, AGV).
Les profils se distinguent des le premier prélévement, et en fin de dégradation la diversité au sein de

chaque microcosme semble ne plus évoluer.

3.1.2. Expérience IM
3.1.2.1. Archées

Notons tout d’abord que les profils obtenus pour les différents réplicats sont tres proches. On constate
en premier lieu pour la phase 1 que le profil de diversité archée est constant, et qu’il correspond a celui
de I'inoculum. II est déja adapté aux conditions de température, et n’est donc pas modifié au cours de la

premiere phase.

Une partie du profil de diversité observé en phase 1 se retrouve en début de phase 2 puis évolue et se
stabilise rapidement. Cette modification du profil de diversité archées pourrait expliquer que la

production de gaz se fasse en deux temps.

Apres retour a la température initiale, en phase 3, les profils ne sont pas modifiés. C’est ce qu’on
attendait, car seulement une tres faible production de biogaz est observée. La population archée n'est

plus fonctionnelle et n'évolue plus.

3.1.2.2. Bactéries

De méme que pour les archées, nous avons obtenu de bons réplicats d’analyse. Pour la phase 1, on
constate que le premier profil (jour 9) est assez proche de I'inoculum initial. Ceci concorde avec la faible
latence observée dans la production de biogaz. La biomasse évolue ensuite, et varie peu durant la

période qui correspond a la production de biogaz (jour 17 et 28). On peut imaginer que ce profil
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correspond aux microorganismes qui dégradent la cellulose et réalisent les étapes suivantes de
dégradation. Enfin, on remarque une évolution des profils au jour 44, quand toute la cellulose a été
dégradée. Le profil observé est assez proche de celui de I'inoculum initial, comme dans le cas de
Pexpérience IT on peut supposer qu’il s’agit de microorganismes responsables du recyclage de la

biomasse morte.

Apres le changement de température, en phase 2 apres 4 jours d’incubation, on peut remarquer un
profil de diversité completement différent de ceux observés en phase 1. Il évolue au cours de la
dégradation (jour 22) vers un profil qui semble plus divers. Ensuite les profils varient peu (jour 34, 47,
76). On peut toutefois noter des modifications dans lintensité relative des différentes bandes. La

perturbation a induit des changements de diversité importants.

Enfin, lors de la derni¢re phase, on retrouve des profils de diversité semblables a ceux observés en fin
de phase 2. Le systeme ne semble pas pouvoir revenir a I’état initial de la phase 1, ni méme évoluer vers

un nouvel état d'équilibre performant, il est bloqué dans I’état de fin de phase 2.

3.1.3. Comparaison entre les deux expériences

3.1.3.1. Archées

= Dans les phases thermophiles

La phase 1 de Pexpérience IT et la phase 2 de I'expérience IM présentent des similarités de profil assez
importantes. On retrouve des bandes communes a la fois au début et a la fin de l'incubation.
Cependant les profils demeurent différents et il est difficile de dénombrer précisément les bandes
communes. La comparaison avec la phase 3 de 'expérience I'T montre moins de points communs avec

les deux autres.

= Dans les phases mésophiles

On peut comparer la phase 2 de 'expérience IT et la phase 3 de 'expérience IM. Dans les deux cas, peu
de biogaz est produit et on peut imaginer que les archées sont peu actives et n’ont pas beaucoup évolué
apres le changement de température. Clest le cas, les profils obtenus sont assez semblables, comme
c’était le cas pour ceux de la phase 1 de 'expérience IT et phase 2 de 'expérience IM. C’est le résultat

attendu.

3.1.3.2. Bactéries

= Dans les phases thermophiles

Des profils voisins sont observés en fin de phase 1, expérience IT et fin de phase 2, expérience IM. De
méme, les profils de début de dégradation (jour 4) sont proches. Une partie des microorganismes

semble commune, cependant la diversité totale n’est pas semblable.

) Dans les phases mésophiles

Les profils bactériens obtenus au cours des différentes phases mésophiles sont assez différents.
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3.1.4. Conclusion

Il semble que des profils voisins entre les deux expériences pour une méme température soient
observés uniquement en conditions thermophiles. On peut imaginer que la diversité est moins grande
dans ces conditions de température ce qui explique cette observation. Cependant, les observations que
nous venons de réaliser sur les profils ARISA sont qualitatives et pas enticrement satisfaisantes,
l'appréciation des similarités et dissimilarités étant seulement visuelle. Pour obtenir des conclusions plus
précises, nous avons fait appel au logiciel StatFingerprints (276) pour mieux comprendre et analyser les

données obtenues.

3.2. Interprétation statistique des données ARISA

3.2.1. Construction de dendrogrammes de proximité

Afin de comparer les profils entre eux indépendamment de I'observation, nous avons construit des
dendrogrammes a l'aide du logiciel StatFingerprints. Les dendrogrammes ont été construits avec
I'algorithme de Ward et les distances entre profils calculées par la méthode euclidienne (254-285). Les
dendrogrammes ont été réalisés avec lensemble des points des trois phases des triplicats des

expériences I'T et IM pour les archées (Figure 53) et les bactéries (Figure 54).

3.2.1.1. Archées

Sur le diagramme obtenu on distingue nettement un premier groupe correspondant aux profils de la
g gu % g
premicre phase de I'expérience IM (cadre avec tirets bleus). II s’agit des seuls points en conditions

mésophiles pour lesquels du biogaz est produit de maniere quantitative.

Le second groupe (tiret rouge) correspond a tous les profils des microcosmes ayant été incubés au
moins une fois en conditions thermophiles. Parmi celui-ci on voit nettement se distinguer des

ensembles correspondants aux inocula thermophiles d’une part et mésophile d’autre part.
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Figure 53 : Dendrogramme de proximité des profils ARISA des archées des expériences IT et IM.
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En particulier, les points correspondant au début de la phase 1 de Pexpérience IT (production de
biogaz) sont isolés (zone verte). Une branche (zone orangée) correspond aux profils de la phase 3 de
Pexpérience IT (phase active de production de biogaz). Un groupe est constitué par les points de la
phase 2 de IM (production de biogaz, zone mauve). Enfin, les points de 'expérience IT et IM pour
lesquels on n’observe pas de production de gaz forment les deux derniers groupes (zone jaune). Gardons
a lesprit que ces profils ARISA permettent d'observer la diversité totale, mais pas la diversité fonctionnelle. Par
conséquent, le signal obtenn ponr les profils sans production de biogaz, pourrait correspondre au signal des archées présentes

dans les jours ou la phase précédente, mais inactives an moment de ['observation.

Les profils archées sont influencés par 'inoculum et la température d’incubation, mais également par le
changement de température, en particulier le passage par des conditions thermophiles qui semble
induire des modifications irréversibles dans les populations archées. Ceci explique le clivage net obtenu

entre les profils.

3.2.1.2. Bactéries
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Figure 54 : Dendrogramme de proximité des profils ARISA des bactéries des expériences IT et IM.

Cette fois on distingue un groupe isolé en particulier, il s’agit des premiers points de la phase 1 de
Pexpérience IT (zone verte), qui correspondent a la phase active de la dégradation de la cellulose en

conditions thermophiles par I'inoculum thermophile n’ayant pas subi de perturbation.

Les profils de 'expérience IM forment deux groupes distincts : les profils correspondant a la phase 1
(dégradation de la cellulose en conditions mésophiles par I'inoculum mésophile n’ayant pas subi de
perturbation - on remarque d’ailleurs que les réplicats sont bien regroupés, zone bleue), et les profils
des points post « choc thermique » (tiret rouge), eux-mémes divisés en deux sous-groupes, phase 2
(zone mauve) et phase 3 (zone jaune). Ceci laisse penser que chaque choc de température modifie
profondément les communautés microbiennes, et que malgré le retour a la température initiale, on ne
revient pas a la diversité de départ. Le systéme est perturbé pour les bactéries également, confirmant les

conclusions suggérées par I'observation qualitative des profils.
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Les observations sont voisines pour les profils de Pexpérience IT. Les profils de la phase 2 (zone cyan)
sont regroupés entre eux ainsi que ceux de la phase 3 (zone orange). On peut toutefois noter que les
distances entre profils au sein de la phase 3 sont plus importantes que pour la phase 2, ce qui confirme
les observations qualitatives réalisées sur la divergence des microcosmes en phase 3 de I'expérience IT
(¢.3.1.1). Enfin on remarque que les profils pour la phase 2 de l'expérience IT sont proches de ceux de

IM pour la phase 1 (conditions mésophiles).

Chaque phase de chaque expérience est bien distinguée des autres. Les possibilités de composition de
communautés microbiennes semblent plus grandes pour les bactéries que pour les archées. On
n’observe pas de convergence des flores en conditions thermophiles comme c’était le cas pour les

archées.

On peut donc noter avec cette comparaison de profils que méme si on observait une résilience
fonctionnelle (expérience IT) et une résistance fonctionnelle (expérience IM), elles ne correspondent
pas a des résiliences ou résistances de communautés microbiennes, archées ou bactéries, qui ont subi de
profondes mutations suite aux changements de température. Voyons comment évolue la diversité

globale des microorganismes au cours du temps.

3.2.2. Calcul d’indices de diversité

Le calcul d'indices de diversité permet de regrouper sous une valeur numérique le nombre et
l'abondance relative des différents phylotypes d'un échantillon. Le choix de l'indice s'est porté sur celui
de Simpson (D') qui est l'un des plus utilisés (256). Il représente la probabilité de « tirer »
successivement dans 1'échantillon deux individus du méme phylotype. Il peut étre utilisé sous
différentes formes dont —/gg D". Ainsi les valeurs obtenues sont comprises entre 0 (un seul phylotype) et
l'infini pour des échantillons dont la diversité est tres importante. Dans notre étude, il n’est pas possible
d’assimiler directement le nombre total de bandes sur un gel ARISA au nombre de phylotypes présents
dans I’échantillon ou encore I'intensité d’une bande a la fréquence d’un phylotype dans la population,
pour les différentes raisons évoquées dans le chapitre introductif (biais de PCR par exemple, ou
redondance possible des tailles d’ITS entre deux phylotypes différents e#.). Cependant, nous supposons
ici que les biais liés a PARISA sont reproductibles d’un échantillon a 'autre. Nous avons donc calculé
les indices de diversité a partir des profils de diversité obtenus en ARISA pour réaliser des

comparaisons qualitatives entre les différents échantillons au cours du temps.

Des box-plot (ou boites a moustaches) ont été utilisées pour représenter les valeurs d’indice obtenues
pour chaque point de temps. Elles consistent en un rectangle allant du premier quartile au troisieme
quartile et coupé par la médiane. Les segments aux extrémités indiquent les valeurs extrémes. Les
cercles indiquent les valeurs aberrantes par rapport au reste de la distribution. Ceci permet a la fois de

voir la valeur moyenne obtenue et d’observer sa dispersion.

3.2.2.1. Archées

Dans un premier temps, intéressons nous a la diversité pour les archées d’une manicre générale en

fonction de la température d’incubation, quel que soit I'inoculum et quelle que soit la phase de
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dégradation (Figure 55). On observe que la valeur moyenne de la diversité est la méme, mais que la
dispersion est beaucoup plus grande dans les incubations a 35°C qu’a 55°C. Or nous savons que pour
une bonne partie des profils mésophiles, aucune production de gaz n’est associée, les archées ne sont
sans doute pas actives, les valeurs d’indices calculées ne sont donc peut-étre pas aussi significatives,

nous le verrons en réalisant une étude plus détaillée. Ce résultat est donc a nuancer.
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Figure 55 : Evolution de I'indice de Simpson pour les Figure 56 : Evolution de I'indice de Simpson pour les
archées en fonction de la température d’incubation. archées en fonction de I’inoculum.

La diversité en fonction de P’inoculum (Figure 56) montre une diversité légerement plus grande pour
les profils issus de I'inoculum thermophile que de I'inoculum mésophile pour les archées, a nuancer la

encore pour les mémes raisons.

Plus en détail pour 'expérience IT, voyons les indices de diversité obtenus en fonction des phases et
des jours de expérience (Figure 57). On remarque que les valeurs sont plus élevées en phase 2 et en
phase 3 qu’en phase 1, c'est-a-dire suite aux perturbations. Dans la phase 2, peu d'archées sont actives
(d'apres les données de production de biogaz). Aucune archée ne prend le dessus, l'indice de diversité
augmente. Rappelons que le calcul de lindice de Simpson ne tient pas compte de la quantité de
microorganismes présents globalement. Si beaucoup d’especes sont présentes en faible quantité, on
peut obtenir des valeurs d’indice de diversité plus élevées que dans un systeme tres actif ou seules
quelques especes sont prédominantes. La valeur de I'indice de diversité n’est donc pas un marqueur de
Pactivité de I’écosystéeme mais du nombre et de la quantité relative des différentes especes. Pour la
phase 3 on peut penser que de nouvelles espéces profitent peut-étre des niches laissées libres suite a la

perturbation pour se développer, d'ou I'augmentation observée.

Plus précisément, en fonction du nombre de jours au sein de chaque phase, on constate que la
diversité augmente au cours de I'incubation pour la phase 1 et se stabilise en fin de dégradation, ce qui
concorde avec l'observation faite de I'implantation d'une seconde population. Pour la troisieme phase
au contraire la diversité est minimum au milieu de 'incubation, qui est peut-étre le siege d’une transition

entre différentes communautés de microorganismes. On peut également remarquer que les valeurs des
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indices de diversité sont assez proches entre les différents réplicats, ce qui est en accord avec

I'observation réalisée directement a partir des profils de diversité pour les archées.
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Figure 57 : Evolution de l'indice de Simpson pour les archées au cours de I’expérience IT.

Faisons les mémes analyses pour ’expérience IM (Figure 58). La encore, la valeur des indices de
diversité augmente apres les perturbations. Plus précisément, on remarque une augmentation de la
diversité en fonction du nombre de jours de dégradation pour la phase 1, pour laquelle les valeurs
initiales d’indice sont trés faibles. Peu de populations dominent le systeme mais la diversité augmente
légerement au fil de la dégradation. En phase 2, la diversité augmente de fagon nette avant de redevenir
plus faible. Ceci est a mettre en lien avec la production de gaz en deux temps observée. Les points pour
lesquels la diversité est la plus élevée correspondent en effet a la période pendant laquelle seulement
une tres faible production de gaz est observée. Il y a sans doute a ce moment passage d’une population
fonctionnelle a une autre, d’ou 'augmentation de diversité observée. Les points de la phase 3 sont
moins pertinents, puisqu’ils correspondent a des populations d’archées probablement non actives. On

eut noter la forte dispersion des valeurs d’indice.
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Figure 58 : Evolution de l'indice de Simpson pour les archées au cours de I’expérience IM.
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3.2.2.2. Bactéries

De méme que pour les archées, voyons comment évolue la diversité en fonction de la température
d’incubation (Figure 59). Les valeurs moyennes de diversité sont identiques, et la dispersion semble un
peu plus faible en conditions thermophiles. Si on compare les résultats en fonction de I’'inoculum
(Figure 60), on observe une diversité un peu plus faible pour I'inoculum thermophile, mais cette fois, la

dispersion est équivalente pour les deux inocula.
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Figure 59 : Evolution de I'indice de Simpson pour les Figure 60 : Evolution de I'indice de Simpson pour les
bactéries en fonction de la température. bactéries en fonction de I’inoculum.

Pour expérience IT, par comparaison des indices de diversité en fonction de la phase (Figure 61)
on confirme le résultat qualitatif obtenu apres observation des profils : la diversité est tres dispersée
pour la troisieme phase, sans doute car les trois réplicats divergent a ce moment. Au contraire, en phase

2 les différents réplicats présentent une diversité proche a chaque point de temps.

| |

__ 1 1
3 o |
@ 1
m 1 | _
s I T
5 | |
2 — T
g = — — == | H
& 7 | I | A
T = .

T T T T T T T T T T T T

phasel phasel phasel phasellphasez phase2 phase?2 phase2|phase3 phase3 phase3 phase3
jour4 jour7  jour2l jour32 jourll jour32 jour48 jour69 Jour6 jourl5 jour2l jour33

Figure 61 : Evolution de l'indice de Simpson pour les bactéries au cours de I’expérience IT.

Pour la phase 1 I'indice de diversité évolue peu au cours du temps. Ceci est en accord avec 'observation

que la production de gaz et ’AGV démarre des le début de I'incubation. L’inoculum est fonctionnel
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des le départ, n’a pas besoin de s’adapter et sa diversité reste constante au cours du temps. Apres
changement de température, la diversité chute, beaucoup de bactéries ne résistent pas. Cependant, apres
quelques temps, la diversité augmente de nouveau au cours de la phase 2. De la méme fagon, pour la
derniére phase la diversité augmente de fagon importante au cours du temps. On peut imaginer que

cette augmentation de diversité correspond a une réadaptation du systéme a la température.
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Figure 62 : Evolution de l'indice de Simpson pour les bactéries au cours de I’expérience IM.

Pour Texpérience IM (Figure 62), pour la premiere phase, on constate que la diversité augmente a
mesure que les AGV sont accumulés et que la production de biogaz devient plus importante. On peut
supposer qu’il a fallu du temps a la biomasse pour s’adapter pour pouvoir dégrader la cellulose. Ceci va
dans le sens de la latence observée dans la production de biogaz. Dans la deuxieme phase, la diversité
est faible au départ, puis augmente fortement au moment de la production d’AGV, et reste stable
jusqu’a la fin de Iincubation. Il y a sélection de la biomasse apres changement de température, puis
celle-ci se rediversifie avec le temps. Les observations sont voisines pour la phase 3, méme si la

sélection semble moins importante au départ.

3.2.2.3. Bilan

Les calculs d'indice de diversit¢é montrent une augmentation de la diversité archées suite a la
perturbation et une diminution de la diversité bactérienne, qui réaugmente petit a petit avec le temps.
On peut penser que les bactéries s'adaptent plus vite au changement de température. Immédiatement
apres le changement, quelques bactéries se développent et prennent le dessus, d'ou un indice faible qui
augmente quand d'autres espéces de bactéries sont adaptées ou présentes de fagon plus importante.
Pour les archées, le temps d'adaptation est plus long, le changement de température bouleverse les
équilibres, aucune archée ne domine rapidement, l'indice de diversité augmente. Cette idée générale ne
peut étre quantifiée de maniere précise en raison des différents biais que présente la quantification de
l'abondance des especes suite a I'ARISA. Toutefois, les tendances générales observées sont cohérentes

avec les autres données relevées.
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3.3. Détermination des populations fonctionnelles

Afin d’obtenir des informations sur les microorganismes fonctionnels au cours de chaque phase, j’ai
réalisé des ultracentrifugations d’ADN sur gradient de densité afin d’isoler TADN des microorganismes
étant intervenu dans la dégradation de la cellulose. Un point du début et de la fin de chacune des phases
des expériences IM et IT a été ultracentrifugé. Je ne présenterai que les résultats obtenus en début
d’incubation, pour lesquels le cross-feeding est peu important. Parmi ces 6 points, 4 ont été séquencés
(ils correspondent aux phases pour lesquelles une production de gaz importante a été observé). Des
profils ARISA réalisés sur la fraction lourde (fonctionnelle) de PADN recueillie apres

ultracentrifugation ont été réalisés afin de comparer la diversité fonctionnelle dans les différentes

phases.

3.3.1. Gradients d’ultracentrifugation
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Figure 63 : Profils de densité de ’ADN issus de IT Figure 64 : Profils de densité de I’ADN issus de IM
apres ultracentrifugation. apreés ultracentrifugation.
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Les ADN des échantillons controles des incubations avec substrat non enrichi présentent une
distribution de densité allant de 1,68 a 1,71 g/ml (Figure 63 A et Figure 64 A). Les ADN des
incubations avec substrat enrichi montrent, par comparaison avec les témoins non enrichis, un pic de
densité plus élevée au cours du temps. Apres 'ultracentrifugation, ce pic a été recueilli en trois fractions
différentes, appelées L-DNA, M-DNA, H-DNA, pour respectivement fraction légere (Light-DNA),
fraction intermédiaire (Medium-DNA) et fraction lourde (Heavy-DNA). Elles correspondent a une
densité moyenne respective de 1,69 — 1,71 — 1,73 g/ml.

La Figure 63 B-C-D présente les profils obtenus aux jours 4 de la phase 1, 11 de la phase 2 et 6 de la
phase 3 pour IT. On observe un décalage des profils par rapport au témoin, et donc une augmentation
de la proportion de la fraction lourde (H-DNA). La cellulose marquée a bien été assimilée par la
biomasse. La Figure 64 B-C-D présente quant a elle les profils obtenus pour IM aux jours 9 de la phase

1, 4 de la phase 2 et 9 de la phase 3. Les mémes conclusions peuvent étre tirées de 'observation de ces

profils que pour ceux de IT.
3.3.2. Diversité de la fraction fonctionnelle de ’TADN

Les profils ARISA de la fraction fonctionnelle de PADN obtenu aprés ultracentrifugation de PADN
pour chaque phase sont rassemblés Figure 65 (Archées IT), Figure 66 (Bactéries IT), Figure 67

(Archées IM) et Figure 68 (Bactéries IM).

3.3.2.1. Expérience IT
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Figure 65 : Profils ARISA de la fraction fonctionnelle ~ Figure 66 : Profils ARISA de la fraction fonctionnelle
archées pour les différentes phases de IT. bactéries pour les différentes phases de IT.

On observe pour les archées que les profils fonctionnels des phases 1 et 3 sont trés proches. Le profil

de la phase 2 (pas de production de gaz) comporte les bandes présentes dans les autres phases, mais pas
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dans les mémes proportions. Par conséquent, méme si les archées ne sont pas fonctionnelles en phase
2, la modification de température ne semble pas étre responsable de modifications capitales dans leur
diversité.

Pour les bactéries, le profil fonctionnel est beaucoup plus riche en phase 3 qu’en phase 1. Les
principales bandes de la phase 1 sont retrouvées en phase 3, mais ce n’est pas réciproque. Le profil de la
phase 2 semble transitoire, entre celui de la phase 1 et celui de la phase 2. Certains microorganismes
s’adaptent plus ou moins, et d’autres se développent, pour aboutir 2 un nouvel équilibre en fin de phase

3. Ces données vont dans le sens des observations physicochimiques déja réalisées.

3.3.2.2. Expérience IM
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Figure 67 : Profils ARISA de la fraction fonctionnelle ~ Figure 68 : Profils ARISA de la fraction fonctionnelle
archées pour les différentes phases de IM. bactéries pour les différentes phases de IM.

Dans le cas de IM, les profils fonctionnels archées sont complétement différents entre la phase 1 et la
phase 2, les microorganismes impliqués sont différents. Le profil de la phase 3 présente par contre

beaucoup de similarités avec celui de la phase 2, les populations archées ne sont plus fonctionnelles et

évoluent peu.

Dans le cas des bactéries, on retrouve encore une fois des profils tres différents entre les phases 1 et 2.
La fraction bactérienne fonctionnelle des microorganismes n’est pas résistante. En phase 3, on ne
retourne pas a I’état de la phase 1, mais le profil évolue malgré tout par rapport a celui de la phase 2. La
diversité bactérienne, plus importante que la diversité archée permet a quelques microorganismes de se

développer malgré tout malgré le choc de température.
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3.4.Séquencage de 'ADN

La diversité microbienne mesurée est représentée graphiquement par genres et OTUs pour les archées
(Figure 69) et par classes et OTUs pour les bactéries (Figure 70) des échantillons de 'expérience et des

inocula (déja décrit dans la partie matériel et méthodes).

3.4.1. Archées

3.4.1.1. Phase 1
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Figure 69 : OTUs archées retrouvés lors du séquencage des échantillons des expériences IM et IT.

Les archées présentes dans la fraction lourde de IT1 sont essentiellement du genre Methanothermobacter
(95%). Le genre Methanocullens est également représenté (3%) ainsi que Methanosarcina (1%). Au total 4
OTUs représentent 99% des séquences. Un OTU de Methanothermobacter est largement majoritaire
(79%). La comparaison avec I'inoculum de départ montre trois OTUs communs (un OTU des genres
Methanothermobacter, Methanocullens et Methanosarcina) soit 84% des séquences. Cependant, la proportion
apparente des différents OTUs est différente de celle de I'inoculum de départ, pour lequel 'OTU de

Methanosarcina est majoritaire (54% des séquences).
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Dans le cas de l'expérience mésophile, pour IM1, I'ensemble des séquences appartient au genre
Methanosarcina, sous forme de 4 OTUs majoritaires, dont un comptant 79% des séquences. Ces
populations sont voisines de celles trouvées dans I'inoculum de départ, a la fois pour l'identité et la
proportion relative des différents OTUs. Il n’y a donc pas de changement important par rapport a la

diversité apportée en début d’incubation. Aucun OTU n’est commun avec IT1.

3.4.1.2. Apres la perturbation

Apres le premier choc de température, les populations archées de IM2 sont radicalement différentes de
celles de la phase 1. Methanocullens est le genre le plus représenté avec plus de 95% des séquences. Le
genre Methanosaeta est représenté dans 3% des séquences. Plus en détails, 4 OTUs appartiennent au
genre Methanocullens dont un majoritaire (90% des séquences). Un seul est du genre Methanosaeta (3% des
séquences). Un OTU appartient a la classe Thermoplasta. 11 n’y a aucun point commun avec les OTUs de
IMT1. Par contre, PTOTUs majoritaire de IM2 est également retrouvé, mais en proportions beaucoup plus
faibles, dans IT1 (3,5%). Suite au changement de température, on a donc une modification trés
importante de la diversité archées entre la phase 1 et 2 dans I'expérience IM. Il n’y a pas de résistance

des populations fonctionnelles lors du passage des conditions mésophiles a thermophiles.

Les archées en phase 3 n'ont pas été séquencées car la production de biogaz semblait tres affectée, et que les données
ARISA ne montraient pas de différence significative entre les phases 2 et 3. 1] n’y a objectivement pas de résilience lors du

retour a la température mésophile initiale. De la méme fagon, I'échantillon de IT en phase 2 n’a pas été séquence.

Enfin, pour la troisieme phase de l'expérience IT, la fraction lourde de I’échantillon IT3 a été
séquencée. Methanothermobacter est le genre dominant (93% des séquences et 4 OTUs), Methanosarcina est
présent a 6% (1 OTU). Il y a une grande similarité avec les séquences obtenues au cours de la phase 1
pour IT (plus de 97% des séquences, mais dans des proportions différentes). Le passage par les
conditions mésophiles en phase 2 n’a donc pas eu un impact important sur les archées, contrairement a

ce qui est observé pour 'expérience IM avec le passage par des conditions thermophiles.

3.4.2. Bactéries
3.4.2.1. Phase 1

Dans le prélevement IT1, sans distinction d’OTUs mais en prenant en compte I'ensemble des
séquences, on retrouve des bactéries de la classe Clstridia essentiellement (93%) et quelques
microorganismes de la classe Mollicutes. Environ 4% des séquences n’ont pas pu étre affectées a un
groupe bactérien en particulier, la zone séquencée (région V3 de I'ARN 16S) n’étant pas assez
discriminante. 7 OTUs principaux ont été identifiés (rassemblant plus de 1% du total des séquences
chacun, soit 88% du total des séquences). Ils appartiennent tous a la classe Clostridia, avec en particulier
un OTU tres majoritaire (69% des séquences). Parmi ces OTUs, seulement deux étaient présents a plus
de 1% dans I'inoculum initial (soit 3,5% des séquences). Les autres OTUs étaient minoritaires au départ
et se sont développés au cours de la dégradation de la cellulose. Il y a donc une modification importante

de la diversité bactérienne pour s’adapter a la dégradation de la cellulose.
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Dans IM1, sans distinction d’OTUs mais en prenant en compte 'ensemble des séquences, les bactéries
(26%), Clostridia  (14%), (10%),
Gammaproteobacteria (7%), Fibrobacteria (5%) et au phylum Alphaproteobacteria (1%). Par ailleurs, un groupe

identifiées appartiennent aux classes Spirochaetes Bacteroidia
important composé de 32% des séquences fait partie du phylum Bacteroidetes mais les séquences ne
permettent pas de les attribuer plus précisément a une classe. 1% des séquences n’a pas pu étre affecté a
un groupe bactérien en particulier. Au total, 14 OTUs contiennent plus de 1% du total des séquences
(86% du total). 4 OTUs appartiennent au phylum Bacteroidetes (40% des séquences) dont 2 a la classe
Bacteroidia (8% des séquences). La classe Spirochaetes contient 2 OTUs représentés de manicre
équivalente, les classes Clostridia et Gammaproteobacteria 3 OTUs chacune. Enfin, un seul OTU représente

toute la classe Fibrobacteria et un autre le phylum Aphaproteobacteria.

La comparaison de ces OTUs a ceux retrouvés dans I'inoculum initial montre 3 points communs
principaux, soit 23% des séquences identifiées (classes Spirochacetes, Clostridia et Bacteroidia). La encore,

une modification importante de la diversité est observée suite a 'introduction de la cellulose.

Enfin, la comparaison des séquences retrouvées dans IM1 et I'T1 ne montre aucun OTU en commun

dans les deux incubations.
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Figure 70 : OTUs bactériens retrouvés lors du séquencage des échantillons des expériences IM et IT.
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3.4.2.2. Apres la perturbation

Dans le cas de I'expérience IM, la fraction lourde de IM2 (premier prélevement réalisé au cours de la
seconde phase) a été séquencée. Sans distinction d’OTUs mais en prenant en compte 'ensemble des
séquences, la classe Clostridia est 1a plus représentée (93% du total des séquences). La classe Mo/icutes
rassemble 1% des séquences et 3% des séquences n’ont pas pu étre identifiées précisément. 9 OTUs
principaux sont présents, et regroupent 83% des séquences. Par comparaison avec les données OTUs
de IM1, on constate qu'aucun des microorganismes présents au cours de la phase 1 n’est présent au
cours de la phase 2 dans la fraction fonctionnelle de la biomasse. L.e changement de température a eu
une influence radicale sur les populations microbiennes actives dans notre systéme, méme les OTUs
majoritaires au cours de la phase 1 ne sont pas représentés pendant la phase 2. Il n’y a pas de résistance
des microorganismes fonctionnels. La comparaison de ces données de séquences avec celles retrouvées
dans IT1 au cours de la phase 1 montre par contre que 7 OTUs principaux sont communs entre les
deux incubations, soit 88% des séquences de I'T1 et 78% des séquences de IM2. Les points communs
entre ces deux échantillons sont donc extrémement importants. Par ailleurs, les proportions relatives de
chacun des OTUs dans les échantillons sont qualitativement les mémes dans les deux cas. On peut
donc conclure que les populations fonctionnelles de ces microcosmes sont les mémes a ces points de

temps. Ce n’était pas le cas pour les archées.

Les échantillons de la phase 3 de IM n’ont pas été séquencés car les productions de biogag, indiquaient une activité tres

réduite. Pour la méme raison, nous avons choisi de ne pas séquencer les échantillons de la phase 2 de IT.

Apres retour a la température initiale, I'T3 (troisicme phase de dégradation) montre, sans distinction
d’OTUs mais en prenant en compte lensemble des séquences, des séquences composées
principalement de Clostridia (93%). 6% des bactéries n’ont pas pu étre identifiées précisément. 8 OTUs
principaux rassemblent 86% des séquences (7 OTUs pour la classe Clostridia, et un OTU « non
identifié »). La comparaison avec les données d’analyse de IT1 présente des résultats intéressants.
Seulement 4 OTUs sont communs, soit 27% des séquences de IT3 et 77% des séquences de IT1. On
peut noter que les deux OTUs majoritaires de I'T3 n’avaient pas été détectés dans IT1. Ces résultats
sont particuliecrement intéressants. En effet, méme si la classe des microorganismes est la méme dans
les deux cas, on constate que les OTUs, donc les microorganismes impliqués dans les processus de
dégradation de la cellulose sont différents. Par conséquent, au cours de la phase 2 de I'expérience IT, les
microorganismes ne sont pas restés uniquement en « dormance » et d’autres ont pris le dessus au cours

de la phase 3 afin d’occuper les niches écologiques de la dégradation de la cellulose.

Les données physico-chimiques et ARISA montrent qu’en phase 3 les réplicats de IT se comportent
différemment. En particulier, les groupes microbiens sont différents. Il n’était pas possible d’isoler la
fraction fonctionnelle dans les trois cas car un seul réplicat contenait de la cellulose marquée. Toutefois,
on peut imaginer a la vue des profils ARISA qu’au moins deux incubations (IT1 et IT3) ont une
diversité tres différente de celle retrouvée en phase 1. Le passage par les conditions mésophiles a donc
entrainé d’importantes modifications de diversité, et on ne peut pas patler de résilience écologique en

phase 3.
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3.4.3. Bilan

En résumé, les données de séquences montrent pour la premiere phase une forte évolution de la
communauté bactérienne par rapport a celle de I'inoculum initial, pour I'expérience thermophile ou
mésophile. La communauté des archées évolue beaucoup moins. Apres le premier choc de température
(phase 2), les populations de IM (archées et bactéries) sont totalement modifiées par rapport a celles de
la premicre phase (IM1 phase 1), par contre elles présentent de nombreux points communs pour les
bactéries avec celles retrouvées pour IT en phase 1, mais pas pour les archées. Enfin, en phase 3, apres
retour a la température initiale pour IT, on retrouve les mémes archées qu’en phase 1, et la méme

structure phylogénétique pour les bactéries au niveau des classes avec toutefois des OTUs différents.

4. Discussion

4.1. Performances de dégradation

On trouve quelques exemples dans la littérature de travaux mettant en jeu des modifications de la
température au cours de la digestion anaérobie. Les travaux existants montrent a la fois des effets
positifs et négatifs sur les performances de dégradation (286-289), sans doute a cause de la complexité
des groupes microbiens pouvant intervenir dans la méthanisation (742). Dans notre expérience,
linoculum thermophile non perturbé convertit un peu moins de cellulose que I'inoculum mésophile
non perturbé mais beaucoup plus rapidement. Ceci va dans le sens des observations de différents

auteurs qui montrent que la digestion anaérobie est plus rapide en conditions thermophiles (790-792).

4.1.1.Apres le premier choc de température

Apres le premier choc de température, l'inoculum thermophile (phase 2) a une production et un
rendement de méthane beaucoup plus faibles qu'avant la perturbation, ou que l'inoculum mésophile en
phase 1. On observe une accumulation d’acide acétique au méme niveau que le pic d’accumulation pour
IT en phase 1 (600 mg de C/L), mais différente de celle de IM en phase 1 pour lequel de Iacide
propionique est présent. I’enrichissement de 'acide acétique produit est plus faible que celui produit en
phase 1. Le changement de température a affecté le fonctionnement du bioprocédé et ses performances
de dégradation, au moins au niveau de la méthanogenese, puisque les productions de gaz sont
radicalement différentes, mais sans doute aussi au niveau de la fermentation puisque méme si la
concentration d’acide acétique est la méme, son enrichissement est différent. Méme apres 70 jours, la
conversion de la cellulose en biogaz n’atteint pas le niveau de performance des phases 1. Ce résultat est
retrouvé par Choorit (290) suite au passage progressif d'un digesteur thermophile en conditions

mésophiles.

Pour l'inoculum mésophile en phase 2, le niveau de production de biogaz total est voisin de ceux
observés en phase 1, cependant la production a lieu en deux temps. Le premier temps correspond a une
faible émission de biogaz, composé de 75% de CO,. Le reste du biogaz est produit aprées un temps

d’adaptation de 25 jours, au cours duquel des AGV s'accumulent et la production de biogaz est
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arrétée. D'autres travaux montrent des résultats équivalents avec différents substrats (290-293). Seul de
'acide acétique s’accumule, et il n’y a plus d’accumulation d’acide propionique comme on pouvait
I'observer en phase 1. L'essentiel du gaz produit au cours du second temps est du méthane, qui
représente au total pres des deux tiers du biogaz produit en phase 2, ce qui est plus important qu’en
phase 1. Comme pour l'inoculum thermophile, la performance du systeme est affectée par le
changement de température, a différents niveaux, mais du point de vue opérationnel cette modification
de performance est positive par rapport a la phase 1 puisque méme si le taux et la vitesse de conversion
de cellulose sont les mémes, le rendement en méthane est plus important. Les travaux de Choorit
montrent, qu'il s'agisse d'une diminution ou d'une augmentation de température, que 43°C est la
température critique au-dela de laquelle des modifications de performance importantes sont observées,
signes de changements dans l'équilibre des groupes microbiens impliqués. De plus, les réacteurs

mésophiles feraient mieux face au changement de température que les réacteurs thermophiles (290).

4.1.2. Auretour a la température initiale

Au cours de la troisiéme phase, au retour a la température initiale, les microcosmes contenant
lIinoculum thermophile retrouvent en moyenne la production initiale (phase 1), mais sont tres
divergents les uns par rapport aux autres. Les performances au niveau individuel sont modifiées pour
deux microcosmes sur trois. La perturbation apportée en phase 2 n'a donc pas eu les mémes
conséquences sur les différents microcosmes. Au contraire, les microcosmes prépatés avec l'inoculum
mésophile ont un comportement similaire entre eux. Ils ne sont pas résilients, et on ne retrouve pas la
production des phases 1 ou 2. Le choc de température en phase 2 a eu des conséquences importantes et
négatives sur la performance de ces microcosmes. Notons enfin que méme si les niveaux de
production pour l'expérience IT phase 2 et IM phase 3 sont voisins (seulement 20% de cellulose
convertie), le biogaz produit par l'inoculum thermophile est plus riche en méthane (66%) que celui
produit par I'inoculum mésophile (20%), la performance n'est donc pas affectée de la méme fagon dans
les deux cas, sans doute car les populations microbiennes n'ont pas été¢ affectées de la méme maniere,

notamment les archées.

Ahn et al. retrouvent globalement les mémes résultats. Ils étudient les effets d'une augmentation ou
baisse temporaire de température suivie d'un retour a la normale sur la performance de filtres
anaérobies (294). Dans le cas de la baisse de température, les auteurs observent une moindre efficacité
et production de biogaz, ainsi qu'une accumulation d'AGV. Dans le cas de l'augmentation de
température, une adaptation de quelques jours est nécessaire pour obtenir un bon fonctionnement des
digesteurs. Apres retour a la température initiale, les microorganismes thermophiles semblent plus
résilients que les mésophiles, qui sont beaucoup plus affectés par 'augmentation de température que

par la baisse (production de biogaz, ratio de méthane dans le biogaz, AGV, etc.).

Les changements brutaux de températures ont donc d'importantes conséquences sur les performances
des bioprocédés. Le passage de conditions mésophiles a thermophiles permet apres quelques jours
d'adaptation d'obtenir un plus fort rendement en méthane dans le biogaz, mais rend le retour aux

conditions mésophiles impossible. Pour l'inoculum thermophile, le passage a 35°C n'est pas positif en
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termes de performances, et le retour a la température initiale aboutit a des modifications importantes de
rendement de dégradation, augmentation ou diminution, méme si elles restent en moyenne équivalentes

a la performance initiale pour les microcosmes étudiés.

4.2.Voies métaboliques mises en jeu

4.2.1. Expérience IT

Au cours de IT phase 1, le fort ratio CH,/CO, laisse penser que la méthanogenése hydrogénotrophe a
lieu. Les données isotopiques sur les gaz et sur l'acide acétique vont dans le méme sens, ainsi que les
données de séquencage (les archées du genre Methanothermobacter, hydrogénotrophes (295), sont
dominantes), méme si cette voie de synthése du méthane ne semble pas étre la seule et que la
méthanogenese acétoclaste a lieu également. En phase 2, peu de gaz est produit, mais cette fois des
quantités équivalentes de CO, et de CH, sont produites (légerement plus de méthane). La quantité de
carbonates diminue trés légerement au cours de cette phase. La méthanogenese hydrogénotrophe n'a
sans doute plus lieu, ou est tres affectée, et est remplacée par de la méthanogenese acétoclaste, peu
active. Ceci est en accord avec le résultat fréquemment trouvé dans la littérature de la prédominance de
la méthanogenéese hydrogénotrophe en conditions thermophiles mais de sa moindre importance face a
la méthanogenése acétoclaste en conditions mésophiles (742, 296). On peut noter de plus qu'il y a
production et accumulation d'AGV, ce qui suggere que la consommation d'acide acétique et la
production de biogaz sont les étapes les plus pénalisées par le changement de température. Les autres
étapes sont encore actives, méme si les performances ou schémas de dégradation ont sans doute
évolué. De plus, I'enrichissement de l'acide acétique a cette étape (60%) suggere qu'il n'est pas produit
uniquement par dégradation de la cellulose, une partie est peut-étre issue de la dégradation de la
biomasse morte de la phase 1, bien que des mécanismes tels que la réduction du CO, (enrichi a moins
de 20% au cours de cette période) en acide acétique contribuent probablement aussi
(homoacétogenese). Enfin en phase 3, on observe des comportements différents pour les différents
microcosmes, signe que les voles métaboliques empruntées sont différentes. En particulier,
I'accumulation d’acide acétique, qui est le principal AGV retrouvé a cette étape, est différente d’un
microcosme a I'autre. Cependant, l'absence de données isotopiques pour chacun des réplicats a chacune
des phases et le bruit de fond important apporté par l'acide acétique non enrichi de la phase 2 ne

permettent pas de conclure.

4.2.2. Expérience IM

Au cours de IM phase 1, a la fois du CO, et du CH, sont produits. Les données isotopiques des gaz
suggerent que la méthanogenese acétoclaste domine. Les archées dominantes sont du genre
Methanosarcina, et peuvent produire le méthane selon un métabolisme acétoclaste ou hydrogénotrophe
(295). Au cours de IM phase 2 par contre, on observe une production en deux temps. Pendant le
premier temps, a la fois CO, et CH, sont produits, on peut penser que le métabolisme mis en jeu en
début de cette phase est le méme que celui de la phase 1. Au cours du second temps, seul du CH, est

produit, ce qui laisse imaginer que seule la méthanogenése hydrogénotrophe se réalise. Les données de
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séquencage indiquent également que les archées du genre Methanocullens, hydrogénotrophes (295) sont
dominantes. Cabirol (297) observe lors du passage d'une boue de conditions mésophiles a thermophiles
une rapide adaptation des acétotrophes puis une augmentation de la proportion d'hydrogénotrophes.
On note également une importante accumulation d'acide acétique en début de seconde phase, qui est
ensuite consommé, sans doute par des microorganismes réalisant l'oxydation de 'acide acétique (décrit
par Zinder (298)). Les produits de cette réaction sont utilisés lors de la méthanogenese
hydrogénotrophe pour produire le méthane. La méthanogenése acétoclaste n'a plus lieu, une syntrophie
s'établit entre un méthanogene qui utilise 'acide acétique et un méthanogene qui utilise ’hydrogene,
formant la voie majeure de dégradation de 'acide acétique. Schnurer e a/. ont mis en évidence que cette
syntrophie était prédominante dans les systemes perturbés, et que les archées responsables étaient du
genre Methanocullens (299). McHugh l'observe par exemple en passant de conditions mésophiles a
psychrophiles (300). Noll I'obsetve également dans du sol de riziere incubé a 45°C (307). De plus,
Krakat remarque que dans les digesteurs thermophiles les archées hydrogénotrophes dominent, méme
quand l'inoculum utilisé contient a la fois des acétoclastes et des hydrogénotrophes (296), ce qui est
¢galement notre cas. Par ailleurs, comme dans l'expérience IT phase 2, l'acide acétique n'est pas enrichi
a 100%. Des mécanismes mettant en jeu la réduction du CO, en acide acétique pourraient expliquer ce
résultat. De méme, les valeurs mesurées pour I'acide propionique laissent penser que celui-ci également
est issu, au moins partiellement, de la conversion de l'acide acétique. Ceci est surprenant car les
températures thermophiles sont considérées comme non favorables a I'homoacétogenese (302). Une
autre explication de ce résultat serait la dégradation d’une partie de la biomasse de la phase précédente
suite au changement de température. La diminution de Penrichissement de I'acide acétique apres 20
jours d’incubation, quand la voie de méthanogenése change (et donc une partie de la biomasse)
conforte cette hypothése. Enfin en derni¢re phase la production de méthane est totalement arrétée. De
l'acide acétique marqué BC s'accumule, signe que les premicres étapes de dégradation se déroulent
toujours, méme si encore une fois une partie de cet acide acétique ne provient pas directement de la
dégradation de la cellulose. Par contre les archées méthanogenes ne sont plus fonctionnelles, les
acétoclastes n'ont pas résisté au changement de température, et les hydrogénotrophes ne sont pas actifs

en conditions mésophiles. La production de biogaz s'arréte donc.

4.2.3. Bilan

Dans ces résultats, on voit que la température conditionne les voies métaboliques mises en jeu, en
particulier la méthanogenese (303-304) pour laquelle les données mesurées dans notre expérience
permettent le plus d'interprétation. Les méthanogenes semblent particuliecrement sensibles et
conditionnent le déroulement du procédé puisqu'elles sont indispensables pour la production de biogaz.
Ainsi on peut penser qu’une perturbation de la fonction méthanogene affecte par effet de domino les
fonctions hydrolytiques et fermentatives. Beaucoup d'études de l'influence de la température sur la
méthanogenese en conditions mésophiles et thermophiles ont donc été réalisées (305). Griffin ef al.
rapportent que les méthanogenes sont le groupe limitant lors de l'adaptation aux conditions
thermophiles d'un digesteur d'ordures ménageres (306). Moins de travaux ont été réalisés sur I'influence

de la température sur I'hydrolyse et I'acidogenese. Pourtant les températures optimales ne sont pas les
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mémes pour les différentes étapes de la digestion anaérobie pour un méme inoculum (307). Par
exemple, la vitesse d'hydrolyse dépend beaucoup de la température car l'hydrolyse est une réaction
biochimique catalysée par des enzymes sensibles a la température (308). Dans notre systeme, on peut
noter, pour les deux inocula, que le processus de fermentation est affecté. En effet, on observe qu'une
partiec des AGV provient directement de la dégradation de la cellulose, mais qu'une autre partie est
produite par réduction du CO, ou de I'acide acétique. Cependant ce mécanisme n'est pas présent tout le
temps. Pour obtenir plus d'informations sur les perturbations subies par les trois premiéres étapes de la
méthanisation, des données supplémentaires sur les intermédiaires réactionnels formés et leur
concentration seraient nécessaires. Cependant l'acquisition de ces données demande des méthodes
analytiques puissantes et fastidieuses, et leur interprétation est tres difficile du fait du nombre
extrémement important de réactions concomitantes, elles nécessiteraient le calage et I'utilisation d’un

mode¢le mathématique.

4.3.Structure des communautés

4.3.1. Température et diversité microbienne

Quelques remarques générales sur la structure des communautés peuvent étre tirées des résultats
obtenus. Les communautés en conditions mésophiles des différentes phases d'expérience sont
beaucoup plus diverses qu'en conditions thermophiles, peut-étre a cause d'une diversité plus grande des
microorganismes adaptés aux conditions mésophiles (742, 204). De méme la variabilité est plus grande
chez les bactéries que chez les archées comme signalé par différents auteurs ((742) par exemple). Par
ailleurs, le passage par des conditions d'incubation thermophiles laisse une empreinte sur les
communautés microbiennes, en particulier les archées, comme le montre le dendrogramme de
proximité des profils ARISA. La sélection imposée par les conditions thermophiles est donc plus
stricte que celle imposée par les conditions mésophiles, et elle ne permet pas de retour en
arriére. De nombreux auteurs font également état de changement de la composition de la communauté
archées ou bactéries avec la température (742, 204, 303-304). Conrad remarque qu'apres passage par des
conditions thermophiles, un inoculum mésophile ne revient a I’état qu’il avait a origine si et seulement

s’ll est ensemencé a nouveau avec de l'inoculum mésophile (742).

Les conditions de température définissent donc la structure et la fonction des communautés
microbiennes. Suite au changement de température, les communautés évoluent. Se pose la question
de 1'origine des microorganismes qui se développent. Dans le cas du passage mésophile a
thermophile, les microorganismes sont-ils des mésophiles présents initialement qui s'adaptent aux
nouvelles conditions de température, ou s'agit-il plutét de thermophiles qui étaient présents en faibles
quantités et qui se développent suite au changement de température dans les niches laissées libres par
les microorganismes mésophiles qui ne sont plus fonctionnels ? Inversement, lors du passage des
conditions thermophiles aux conditions mésophiles, les microorganismes fonctionnels sont-ils des
thermophiles qui peuvent étre actifs en conditions mésophiles ou alors des mésophiles ayant survécu

aux températures thermophiles et redevenant actifs apres le changement de température? Les
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conditions de température ont-elles uniquement une influence sur l'activité des microorganismes ou

également sur leur survie ? Diverses situations sont observées dans les résultats obtenus.

4.3.2. Situations observées

4.3.2.1. Inoculum thermophile

Pour IT phase 1, il semble que deux communautés archées interviennent successivement dans la
production de biogaz. Les archées retrouvées dans les séquences sont dailleurs différentes de celles de
I'inoculum initial. Apres changement de température, les productions de gaz, les résultats ARISA et le
dendrogramme de proximité des profils montrent que les populations archées n'évoluent pas par
rapport a la fin de la phase 1. Méme si elles ne sont pas extrémement actives, elles ne sont pas
remplacées par d'autres populations fonctionnelles. Certaines se développent sans doute faiblement,
d'ou l'augmentation de la diversité dans le milieu. En phase 3 de nouvelles bandes apparaissent dans les
profils ARISA, mais les populations archées restent proches de celles de la phase 1, et les profils de
diversité fonctionnels sont semblables. Les différences de métabolismes de dégradation entre les

microcosmes ne semblent pas dues aux archées.

Pour les bactéries de IT, on observe en phase 1 des profils correspondants aux microorganismes
dégradant la cellulose et ses intermédiaires, et en fin d'incubation d'autres profils de bactéries réalisant
d'autres fonctions dans le systeme (la cellulose et ses intermédiaires sont a priori déja dégradés a ce
moment). La diversité augmente au cours du temps. Les observations sont les mémes en phase 2, on
peut toutefois noter que les profils de diversité ne sont pas similaires, ce qui montre que le changement
de température a eu un effet également sur les populations de bactéries. En particulier celui-ci a
provoqué une baisse importante de la diversité en début de phase, montrant que seuls certains
microorganismes ont été sélectionnés apres la perturbation. Par la suite, de nouvelles bactéries prennent
le dessus, sans doute car celles de la phase 1 ne sont pas fonctionnelles en conditions mésophiles, ou
alors se développent moins vite car elles sont moins adaptées. En derniere phase on observe de grosses
divergences entre les réplicats. Le changement de température a provoqué des modifications
importantes dans 1'équilibre des communautés microbiennes, et celles-ci ne retournent pas a leur état

d'équilibre initial, comme le confirment les données de séquence.

4.3.2.2. Inoculum mésophile

Pour IM en phase 1 la diversité archée observée n'est pas différente de celle de l'inoculum (genre
Methanosarcina), elle semble adaptée aux conditions de température. Les indices de diversité sont donc
tres faibles tout au long de cette phase. Apres le choc thermique, la diversité évolue progressivement, ce
qui est en accord avec la production de biogaz en deux temps. Les indices de diversité augmentent suite
a la perturbation, puis leur valeur se stabilise. Au cours de la premiere étape de production, les
microorganismes actifs sont certainement des mésophiles qui s'adaptent au changement de température
(d'ou la production observée sans latence) cependant elles ne sont plus fonctionnelles au bout de
quelques jours, et des thermophiles présentes de fagon minoritaire dans I'inoculum initial prennent le

dessus et sont responsables de la deuxiéme étape de production, hydrogénotrophe (archées du genre
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Methanocullens). Dans ce cas, le choc de température ne semble pas bloquant sans doute car des
microorganismes capables de réaliser les différentes fonctions se développent en conditions
thermophiles et sont fonctionnels, ce qui n'était pas le cas dans la situation miroir (expérience IT).
Enfin en phase 3, les profils sont invariants, trés peu de biogaz est produit, les communautés
microbiennes archées sont figées, plus rien ne se passe apres la baisse de température. Les archées
résiduelles de la phase 2 (hydrogénotrophes) ne sont plus actives ou adaptées aux conditions de

température et les archées de la phase 1 (acétoclastes) n'ont pas survécu au changement de température.

Pour les bactéries de IM phase 1, on observe que le systtme met quelques jours a s'adapter. La
population reste au départ proche de celle de I'inoculum initial. Ceci ce traduit par une latence dans la
production des intermédiaires et du biogaz, jusqu'a ce que la biomasse soit bien adaptée (nouveau profil
de diversité, seulement 23% des séquences retrouvées dans I'inoculum initial). L'indice de diversité
augmente alors. En fin d'expérience, on retrouve comme pour I'T une communauté proche de celle de
l'inoculum initial. Le changement de température provoque une diminution importante de la diversité,
des microorganismes sont sélectionnés (aucun point commun entre la diversité en phases 1 et 2), et fait
évoluer la communauté vers un état présentant des points communs avec IT phase 1 (88% de
séquences communes), mais distinct malgré tout, comme le confirme le dendrogramme. En phase 3, la
diversité diminue légerement. Contrairement a ce qui était observé en phase 2 pour IT, les populations
évoluent peu (on le voit également sur le dendrogramme), et produisent malgré tout des AGV, dont
une partie est marquée et provient donc de la dégradation de la cellulose. Les homoacétogenes de la

phase 2 sont sans doute encore actifs en phase 3, méme s'ils sont moins performants.
4.3.3. Bilan

Ces résultats peuvent étre confrontés a différentes observations trouvées dans la littérature. Chen
rapporte qu'un faible pourcentage des thermophiles est présent dans les boues mésophiles mais ils
peuvent servir au développement rapide d'une communauté thermophile en cas de modification de
température (309). De méme, Chachkhiani fait une caractérisation des microorganismes impliqués dans
le démarrage d'un digesteur thermophile a partir d'un inoculum mésophile et conclut que les especes
dominantes retrouvées ne sont pas des mésophiles adaptées aux conditions thermophiles, mais des
thermophiles déja présents dans l'inoculum a un niveau tres faible qui deviennent dominantes en
conditions anaérobies (370). Dans notre cas, aucune bactérie de la phase 1 de IM n’est retrouvée en
phase 2. Néanmoins, Iranpour remarque qu'une augmentation lente de température peut aboutir au
développement d'une culture dominée par des organismes mésophiles thermotolérants plutot que de
véritables thermophiles, cependant les digesteurs obtenus sont instables (377). Conrad e# a/. incubent du
sol de riziere selon des gradients de températures (742). Aux températures extrémes, le comportement
est soit thermophile, soit mésophile, mais aux températures intermédiaires (42-46°C), on a un mélange
des deux comportements (tant pour le métabolisme que pour la structure des communautés). Quelques
travaux plus précis ont été réalisés sur les méthanogenes. Lau montrent qu'un choc de température a
moins d'effet négatif sur les méthanogenes acétotrophes que sur les autres (372). Ahring ef a/. montrent

apres passage de 55°C a 65°C que de nouvelles modifications des communautés archées ont lieu (797).
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En particulier, la quantité de méthanogenes hydrogénotrophes est moins importante. Enfin, Pender e#
al. étudient les modifications de la diversité suite a une augmentation de température dans un réacteur
(mésophile vers thermophile) et constate que la quantité de Methanosaeta, qui étaient prédominantes en
conditions mésophiles, diminue puis disparait (200). Ils observent également une baisse de diversité

générale des méthanogenes suite a 'augmentation de température.

La réponse aux questions soulevées n'est donc pas générale, mais spécifique des températures
d'incubations et des modalités de modification de ces températures. Pour chaque microorganisme
existent des températures ou l'activité est optimale, et au-dela desquelles le microorganisme ne
peut pas survivre. Les modifications de température dans notre expérience ont sélectionné des
microorganismes et donc des fonctions métaboliques. Des inventaires moléculaires détaillés réalisés
régulierement au cours du temps permettront de comprendre le devenir des microorganismes d'une
phase a l'autre et d'identifier spécifiquement comment chaque population est affectée par les
modifications de température. Les 4 échantillons séquencés donnent tout de méme de premiers

¢léments de réponse.

4.4.Changements irréversibles au passage par les conditions

thermophiles

Une asymétrie de comportement des inocula face au changement de température est observée.
L'inoculum thermophile n'est pas résistant au changement de température, mais semble résilient apres
retour a la température initiale. La situation contraire est observée pour I'inoculum mésophile. Il semble
que le passage par les conditions d'incubation thermophiles modifie irréversiblement les communautés

microbiennes et leur fonctionnalité. Les situations peuvent étre nuancées en fonction de l'inoculum.

Pour IT, le passage aux conditions mésophiles en phase 2 ne se traduit pas par un arrét complet du
fonctionnement du systeme. La cellulose est dégradée au moins partiellement cependant aucune autre
nouvelle archée ne s'implante malgré les quantités d'acide acétique a dégrader importantes et la niche
laissée libre. Le systeme n'est pas capable d'atteindre un fonctionnement normal en conditions
mésophiles, il ne reste pas d'archée mésophile fonctionnelle dans le microcosme. Apres retour a la
température initiale, les systemes retrouvent leur fonctionnalité, méme si les triplicats présentent de
fortes différences. Des équilibres stochastiques se sont établis en phase 2 dans les microcosmes qui ont

évolué différemment apres retour aux conditions thermophiles et sont différents de la phase 1.

Pour l'inoculum mésophile, le passage aux conditions thermophiles entraine des modifications
importantes des communautés, mais le systeme reste performant. Par contre, apres retour aux
conditions de température initiales en phase 3, le systeme ne peut pas revenir en arriere. Au retour a
35°C, les thermophiles de la phase 2 ne sont plus actifs. De plus, la période d'incubation a 55°C a
entrainé des modifications irréversibles dans les populations mésophiles initiales, qui ne sont plus
capables de recoloniser les incubations et d'étre fonctionnelles. En particulier les méthanogenes sont
sans doute plus influencées car la redondance fonctionnelle est moins importante pour elles que pour

les bactéries. En particulier, il semble que les acétoclastes ne résistent pas au choc de température, et
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que les hydrogénotrophes soient peu actives en conditions mésophiles. Cette hypothéese est confortée

par les observations de l'expérience IT phase 2.

On peut en conclure que différents microorganismes mésophiles ne peuvent pas résister a
l'augmentation de température, alors que les microorganismes thermophiles survivent a des
températures plus basses. La croissance optimale de chaque espéce de microorganisme se déroule
autour d'une gamme de température limitée. Quand ce niveau de température est dépassé, le taux de
croissance chute rapidement en raison de la dénaturation de protéines clés. La perte de fonction de ces
microorganismes a de l'influence sur toute la chaine de dégradation (309, 373). En particulier, les
archées ont un role tres important dans la perte de fonction du systeme. Les données de séquences
montrent qua la fois archées et bactéries sont influencées par le changement de température,
cependant, l'influence semble étre plus grande sur la croissance des archées, comme le montre le
dendrogramme des profils ARISA. La modification de température engendre un blocage des processus
réactionnels méthanogeénes du passage thermophile a mésophile, qui a peut-étre par la suite des
conséquences sur les processus fermentatifs et la diversité bactérienne a cause d’une inhibition par
accumulation des produits de fermentation. Dans notre expérience I'inoculum mésophile contenait une
diversité suffisamment importante pour que certains microorganismes puissent se développer et étre
fonctionnels en conditions thermophiles. Cependant, les mésophiles présents initialement en phase 1,
notamment les archées, n'ont pas résisté a 'augmentation de la température de la phase 2, et ne sont
donc plus disponibles au retour en phase 3 a la température de 35°C, ce qui explique qu'il n'y ait plus de
biogaz produit. Dans le cas de l'inoculum thermophile, une faible production de méthane est observée
en phase 2. On peut penser qu'une partie des microorganismes thermophiles est encore active a 35°C,
ou alors que la diversité de l'inoculum thermophile est plus importante que celle de l'inoculum
mésophile aprés le choc de température de la phase 2 (on a alors sélectionné uniquement les
microorganismes résistants aux conditions thermophiles parmi ceux présents dans I'inoculum
mésophile initial). De fait, il contient sans doute plus de microorganismes fonctionnels en conditions
mésophiles, ce qui explique la production observée, méme si la dégradation n'est pas optimale. On
retrouve des cas voisins dans la littérature. Le retour a I'état initial apres augmentation de température
peut étre accéléré par une réinoculation avec l'inoculum mésophile (742) sinon une nouvelle adaptation
est longue, méme sur des réacteurs en continu (293, 374). Le passage par les conditions thermophiles
enleve au systeme des bactéries et archées qui sont fonctionnellement cruciales et exclusivement
mésophiles d'ou la perte de fonctionnalité plus ou moins longue (297). Des situations comparables sont
possibles dans d'autres gammes de température. Cha ef al. observe que le passage de conditions
mésophiles a psychrophiles entrainent une perte de l'activité d’acidogenése pendant plusieurs jours
(314). Enfin Peck remarque qu'une augmentation breve de température a des conséquences moins
fortes sur le retour a la normale qu'une augmentation longue, qui provoque des modifications
irréversibles (375).

Les différences de performances observées entre les différentes phases ne sont donc pas uniquement

liées a des métabolismes différents aux différents temps, mais a une sélection irréversible des
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microorganismes en conditions thermophiles, en particulier les méthanogenes qui présentent moins de

redondance fonctionnelle que les bactéries
4.5. Diversité, écologie et fonctionnalité

Le role de la biodiversité dans la stabilité et le fonctionnement des écosystemes a été bien étudié (4.
partie introductive du manuscrit). Ces études montrent globalement qu’il existe une corrélation positive
entre diversité et productivité et résilience des systemes (243, 376-317). Cependant, Ives and Carpenter
2007 ont montré que la diversité-stabilité dépend du contexte (376). Par exemple, dans le cas de Conrad
(142), certains groupes de méthanogenes semblent étre primordiaux a la fois en conditions
thermophiles et mésophiles (Methanobacteriales et Methanosarcinaceae). ID’autres groupes sont présents,
mais particuliecrement spécifiques d'une température, alors que ces deux groupes permettent de faire le
lien entre les deux conditions de température et de maintenir la fonction. Tous les microorganismes
n'ont donc pas la méme valeur dans la stabilisation du systéme, et seule 1'information sur la

diversité ne suffit pas a prédire la future stabilité du systéme.

Dans notre expérience, le passage par les conditions thermophiles entraine une chute drastique de la
diversité au sein des incubations. En particulier une grande partie des microorganismes mésophiles ne
survit pas a ces conditions de température. A l'inverse, méme si leur activité semble réduite, les
thermophiles se maintiennent en vie dans des conditions mésophiles de température. Cependant, ceci
n'est pas sans effet sur les populations et la stabilité du systeme. Scheffer ¢z Carpenter ont mis en avant
trois fagons différentes qu’un écosysteme peut avoir de réagir face a des perturbations : un changement
doux, un changement profond lorsqu’on atteint un niveau critique, ou plus d’un état stable pour
différentes conditions (379). On retrouve le premier cas en phase 2 de I'expérience IT, le deuxieme cas
lors du passage a la phase 2 de IM. Le changement a cette phase ne permet pas le retour en arricre en
phase 3. Enfin le troisieme cas se retrouve lors de la phase 3 de l'expérience IT apres retour a la
température initiale. On peut a ce titre noter le résultat de Kim qui dit que les procédés thermophiles

ont une moindre stabilité a cause d’une biodiversité plus faible (320).

Par ailleurs, différentes études montrent que la stabilité fonctionnelle ne signifie pas stabilité des
communautés de microorganismes (257), comme nous l'observons. Le systéme est constamment
dynamique, n'est jamais a l'équilibre et continue d'évoluer méme si le bilan du procédé demeure
constant. On peut sans doute expliquer cette stabilité fonctionnelle par une importante redondance
fonctionnelle au sein des communautés de microorganismes, en particulier les bactéries. Une telle
diversité permet d'assurer résistance et résilience des systemes. Le vivant n'est jamais a 'équilibre. Cette
dynamique permet une constante adaptation des systemes aux perturbations biotiques et abiotiques
auxquelles ils sont soumis. Dans notre cas, au cours de IM phase 2, la diversité du systeme a été
considérablement réduite. La redondance fonctionnelle n'est plus la pour assurer le bon
fonctionnement du systeme en phase 3. Clest également ce qu'observe Wu (203). Le passage en
conditions thermophiles a entrainé une perte de diversité irréversible dans la communauté de départ. Le
changement brutal de température permet uniquement aux microorganismes fonctionnels a 55°C de se

développer, les autres ne survivent pas. Au retour aux conditions mésophiles, cette perte de diversité,
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notamment chez les méthanogenes, a pour conséquence une perte de fonctionnalité, dans la mesure ou
la redondance fonctionnelle n’est plus suffisante pour stabiliser la fonction. La perte de fonctionnalité
méthanogene entraine sans doute par la suite une perte de fonctionnalité fermentative, puis de toute la
digestion. Il faudrait renouveler la diversité pour que le systeme redémarre (742), les changements de
température ont sélectionné de manicre radicale et définitive la diversité, la fonction ne peut pas étre
maintenue. Cette expérience illustre la variété des réactions possibles de 1'écosysteme microbien

auxquelles on peut étre confronté en actionnant des leviers d'ingénierie écologique.

5. Conclusion-bilan

Les changements de température ont des conséquences importantes sur le fonctionnement des
bioprocédés de digestion anaérobie. Le passage par les conditions thermophiles rend impossible le
fonctionnement en conditions mésophiles. Certaines étapes ou microorganismes ont été bloqués. Ces
résultats ouvrent donc des perspectives intéressantes en termes d'ingénierie écologique des bioprocédés.
On peut tout d'abord noter que pour un fonctionnement optimal, un digesteur anaérobie ne doit pas
dépasser une température de fonctionnement, si cette température est changée de facon importante et
brutalement, les fonctions du systemes se perdent et ne se retrouvent plus en conditions mésophiles.
Pour modifier les processus métaboliques il est donc préférable de réaliser des chocs froids. Par ailleurs,
méme sans variation de température, la diversité des microorganismes évolue sans cesse, mais
lentement (¢ témoins). Les modifications de température permettent d'engendrer une vatiation
beaucoup plus rapide des communautés. Ceci permet de jouer sur la vitesse de variabilité de la diversité.
Prenons ainsi l'exemple d'un digesteur thermophile. II semble intéressant de faire fonctionner le
systtme a haute température car la cinétique de dégradation est plus élevée et car on imagine qu'il
dérivera moins (car la variabilité des microorganismes thermophiles est moins grande). Si l'on observe
un probleme de comportement du réacteur (comme vu en phase 3 des témoins de l'expérience IT), il
est possible de diminuer temporairement la température pour remodeler 'inoculum, et de repasser
ensuite a la température opératoire initiale pour que le systeme fonctionne a nouveau, avec une
biomasse modifiée, dans de nouvelles conditions plus stables. De la méme fagon, on peut perturber un
systeme mésophile non satisfaisant en augmentant la température, puis le réinoculer afin de lui faire
retrouver des caractéristiques mésophiles préférables. On peut aussi imaginer inhiber spécifiquement la
méthanogenese par montée brutale de la température suivi d’un retour aux températures opératoires
(par exemple pour des bioprocédés dont I'objet n’est pas la production de méthane mais de bioéthanol
par exemple). Les modifications ponctuelles de température semblent donc étre un outil de choix pour

faciliter le controle des processus et modifier les populations microbiennes.

On peut appliquer des caractéristiques au levier température : il n’est pas symétrique, il n’est pas
réversible. C’est un outil pour élaborer I'ingénierie écologique et pour pouvoir l'utiliser pleinement, il
faudra caractériser plus précisément I'influence du levier température sur la plasticité et la fonctionnalité
du systeme. En particulier, les modalités du changement de température (rapide ou lent, changement
important ou non) aboutissent a des résultats différents (327) et feront partie des variables d'ajustement

(322) de ce levier pour obtenir les impacts souhaités sur le bioprocédé.
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1. Introduction

En conditions anaérobies, la dégradation des matériaux ligno-cellulosiques en méthane est réalisée par
plusieurs groupes de microorganismes au cours des quatre phases de la méthanisation : hydrolyse,
acidogenése, acétogenese et méthanogenese (9). Au sein de ces quatre étapes, différentes voies
métaboliques sont possibles pour dégrader un méme substrat. Elles sont catalysées par des
microorganismes variés, consommant et produisant des métabolites spécifiques. Un réseau complexe
d’interactions existe entre ces groupes de microorganismes, mais il reste peu caractérisé. Cependant, la
nature de ce réseau est a lorigine, dans les bioréacteurs, d’une succession particuliére de réactions
aboutissant a des cinétiques et des rendements spécifiques de conversion des substrats (la cellulose en
particulier) en biogaz. Cette succession de réactions est directement liée a la nature des
microorganismes interagissant. Ainsi, 'orientation vers un chemin réactionnel de dégradation plutot
qu'un autre (et par conséquent la performance du bioprocédé) dépendra de la composition de la

communauté microbienne présente dans le milieu.

Jouer sur la combinaison des groupes microbiens de I'inoculum pourrait donc permettre d’influencer le
déroulement de la digestion anaérobie. Cela ouvrirait a terme la porte a la perspective de construire et
d’associer de facon optimale des flores spécifiques aux substrats a dégrader en fonction des objectifs
d’exploitation. Avant cela, il faut déterminer comment construire facilement de nouvelles communautés
microbiennes et mieux documenter les conséquences de modifications écologiques sur les

performances de dégradation des bioréacteurs.

Dans ce sens, la finalité de cette expérience est de voir si, a partir d’'une diversité microbienne initiale
identique, on peut produire iz situ de nouvelles communautés microbiennes, qui dégraderont par la
suite la cellulose selon des processus métaboliques spécifiques. Les possibilités de modelage écologique
d’'une méme communauté de départ ont pour cela été étudiées, ainsi que les conséquences de ce
modelage sur la dégradation de la cellulose et les microorganismes fonctionnels alors impliqués.
Différents types de modelages étaient possibles. Nous avons choisi de les réaliser en incubant une
méme communauté microbienne complexe dans différents bioréacteurs avec des molécules simples. De
cette facon, nous avons stimulé les groupes fonctionnels spécifiques de la digestion anaérobie des
molécules utilisées. Cette incubation préliminaire a permis de constituer de nouvelles communautés
microbiennes (spécialisées dans la dégradation de molécules choisies). Les conséquences de cette
« fonctionnalisation » de I'inoculum initial sur la dégradation de la cellulose en termes métaboliques et

écologiques ont été étudiées pour chaque bioréacteur.

Pour réaliser cette expérience, un inoculum mésophile de référence (également utilisé pour les autres
expériences présentées dans ce manuscrit) a ¢été incubé avec quatre substrats simples (acide
propionique, acide butyrique, glucose ou cellobiose), intermédiaires potentiels dans la dégradation de la
cellulose. J’ai ainsi favorisé la croissance des microorganismes impliqués dans la dégradation de ces
substrats, et modifié les communautés microbiennes de I'inoculum initial. Afin de m’assurer que les
communautés seraient modifiées de fagcon importante, trois injections successives du méme substrat

simple ont été réalisées avant d’ajouter la cellulose (chaque nouvelle injection intervenant quand la
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production de biogaz due a linjection précédente était terminée). Apres cette premicre phase de
préadaptation, la biomasse fonctionnalisée a été mise en présence de cellulose. La figure suivante

(Figure 33) présente le protocole expérimental utilisé.

Phase1a Phase1b Phaselc Phase2

Temps

Figure 71 : Phases d’incubation de I’expérience de fonctionnalisation.
Préadaptation de la biomasse (phase 1a-b-c) puis étude de la dégradation de la cellulose (phase 2).

Des duplicats expérimentaux ont été réalisés. Les différents microcosmes sont appelés respectivement
My, 1/2, IMy, 1/2, IM;,,1/2 et IM,1/2 selon que le substrat utilisé pour la préadaptation était de
l'acide propionique, de lacide butyrique, du glucose ou du cellobiose. Pour étudier la fraction
fonctionnelle des microorganismes, de la cellulose marquée (°C) a été introduite dans un des deux
microcosmes de chaque duplicat aprés la préadaptation (le microcosme 1). La Figure 34 résume le

déroulement de I'incubation des duplicats réalisés pour chaque substrat de préadaptation.

Microcosme 1 Microcosme 2

Y | Y

Phase 1
a/blc
35°C

Ajout de Ajout de
cellulose °C cellulose 2C
Phase 2
35°C

Figure 72 : Représentation schématique des duplicats de I’expérience de fonctionnalisation.
La cellulose marquée *C est introduite dans le microcosme 1.

Temps

)
)
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La présentation des résultats sera divisée en deux parties. La premicre partie exposera rapidement les
données concernant la préadaptation afin d’estimer son influence sur les communautés de
microorganismes, et d’établir si elles ont été modelées et fonctionnalisées. La seconde partie décrira de
fagon plus détaillée la dégradation de la cellulose ainsi que les microorganismes impliqués. Une
expérience symétrique a été réalisée en conditions thermophiles. Les résultats de cette expérience n’ont
pas encore été analysés et ne seront pas présentés dans ce manuscrit, mais feront 'objet d’une

valorisation ultérieure.

2. Préadaptation

2.1. Données physico-chimiques

Aucun substrat marqué n’a été utilisé au cours de la phase 1. Les principales données physico-
chimiques présentées ici concernent donc les productions de biogaz et d’intermédiaires, en particulier
les AGV. Elles sont présentées simultanément pour les quatre substrats de préadaptation. Par ailleurs,
au cours de la préadaptation, seul un prélevement liquide a été réalisé au début de la phase 1a et a la fin
de chacune des phases 1a, 1b et lc (dégradation de biogaz juste terminée), afin de ne pas Oter un
volume trop important de liquide dans les incubations, et de permettre un plus grand nombre de
prélevements au cours de la phase 2. Un nombre limité de résultats d’analyse est donc disponible. Pour

cette raison, les données obtenues seront parfois présentées de maniére qualitative dans cette partie.

2.1.1.Productions de gaz

Les graphiques suivants (Figure 73) présentent les productions de méthane et de dioxyde de carbone
mesurées pour les trois phases de la préadaptation de chaque groupe de microcosmes. La valeur

s, , RT , , 8
moyenne a été calculée pour les deux réplicats, et les barres d’erreur représentent les écarts-types'.

Les évolutions de la concentration de N,, O, N,O, NH,, H,S et H, dans le ciel gazeux des
microcosmes ont également été suivies au cours du temps. Cependant, dans les différents microcosmes
de cette série d’expérience, le niveau de ces gaz est quasi constant (évolution de moins de 1% de la

quantité mesurée).

2.1.1.1. Préadaptation avec lacide propionique

Pour les trois phases, le taux de conversion de I'acide propionique en biogaz est important. Il est
légerement plus faible pour la phase 1a, ce qui pourrait étre da a une assimilation du carbone liée a une
croissance microbienne plus importante suite a la mise en place des flores fonctionnelles de dégradation
de l'acide propionique. Une différence remarquable est la diminution du temps de latence avant le
démarrage de la production de biogaz entre la phase 1a et la phase 1c qui passe de 30 jours pour 1la a 10

jours pour 1b et finalement disparait pour 1c. Cependant, seul le temps de latence semble modifié, mais

8 Afin de se placer dans des conditions équivalentes pour chacune des paires de microcosmes, les quantités de substrat
de préadaptation apportées ont été ajustées afin d’amener une concentration constante de carbone organique (1,2 g/l =
100 mmoles de carbone/l). Les productions de gaz des différents microcosmes ont été exprimées en mg de carbone de
gaz produit, puis normalisées par la quantité de carbone introduite au début de chaque phase (mg), pour mieux
visualiser ’avancement de la dégradation.
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pas la cinétique qui semble la méme dans les trois phases. Le consortium de biomasse fonctionnelle est
donc plus réactif (sans doute présent en quantité plus importante, ou moins sensible aux inhibitions) a
mesure que le nombre de phases est important, mais pas plus « efficace ». Des voies métaboliques et
des microorganismes spécifiques ont da étre activés pendant la phase la, et sont disponibles plus

rapidement en phase 1b puis 1c car le systeme est adapté a la dégradation de I'acide propionique.

Enfin, prét de 75% du biogaz produit pour la phase 1a est composé de méthane, et ce chiffre évolue a
60% pour la phase 1b et ne change plus pour lc, signe que le métabolisme de la méthanogenese a sans

doute peu évolué entre les phases 1b et 1c, mais a peut-étre été modifié par rapport a 1a.

Production spécifique expérience IM,,,-propionate Production spécifique, expérience IMg,-butyrate
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Figure 73 : Taux de conversion spécifique des substrats de préadaptation en gaz pour les trois phases initiales de
I’expérience de fonctionnalisation.
Les barres d’erreur correspondent aux écart-types (n=2).

2.1.1.2. Préadaptation avec l'acide butyrique

L’allure de production de biogaz pour I'acide butyrique est la méme pour 1b et lc. Les principales
différences relevées avec la sont le temps de latence (11 jours pour 1a, 0 jour pour 1b et 1c), la
cinétique de production (moins élevée pour 1a). Le taux final de production de biogaz et le pourcentage

de méthane (67%) sont les mémes pour les trois phases.

Comme pour IM,,, la flore microbienne s’adapte au fur et a mesure des phases a la dégradation de

TO>

I'acide propionique (temps de latence moindre, ou cinétique plus rapide par exemple), et cette
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adaptation est plus rapide que pour IM,,  (phase 1b et 1c identiques, méme taux de méthane dans le

biogaz pour les trois phases, etc.) et atteint un optimum puisqu’elle n’évolue plus.
gaz p p ) P puisq p

2.1.1.3. Préadaptation avec le glucose

L’allure des courbes semble plus complexe dans ce cas. Il n’y a pas de temps de latence dans la
production de biogaz, cependant la cinétique est plus rapide a mesure que le nombre d’injections déja
réalisées est important, signe la encore que les populations sont adaptées et plus nombreuses et donc
plus efficaces. Le taux de conversion du glucose en biogaz est équivalent pour les trois phases, mais le
ratio de méthane dans la production cumulée est moins important pour 1b et 1c (55%) que pour 1a
(65%). Enfin on peut noter des écarts-types entre les duplicats plus importants que ceux observées dans

les deux paragraphes précédents.

2.1.1.4. Préadaptation avec le cellobiose

La encore, 'allure des courbes semble plus complexe, en raison des écart-types importants observés.
Comme pour le glucose, il n’y a pas de temps de latence dans la production de biogaz, cependant la
cinétique est plus rapide a mesure que le nombre d’injections déja réalisées est important. Le taux de
conversion du cellobiose en biogaz est équivalent pour les trois phases, mais le ratio de méthane est

moins important pour 1b et 1c (53%) que pour 1a (64%).

2.1.1.5. Bilan

Un temps de latence est observé seulement pour IM,,, et IMy,, mais pas pour IM,, ou IM,. Ce temps
de latence diminue d’une phase a lautre pour IM,, et IMy, jusqu’a disparaitre. Au contraire, la

cinétique évolue peu pour IM, et IMy,, mais est plus importante d’une phase a autre pour IM,, et

Buo
IM¢. Dans tous les cas, on imagine que les populations sont plus adaptées et plus nombreuses au
cours du temps et a mesure que les phases se succedent. Du fait que les groupes fonctionnels de
microorganismes limitant (peu présents dans I'inoculum initial) ne sont sans doute pas les mémes dans
les différentes préadaptations, cette adaptation/croissance des populations se traduit pour les
préadaptations avec les AGV par une diminution du temps de latence, et pour les préadaptations avec
les autres molécules (sucres) par une augmentation de la cinétique globale. Ces observations seront

discutées en fin de ce chapitre.

Par ailleurs, les duplicats sont assez proches pour IM,,, et IMy,,, mais sont moins proches pour IM,, et

But>
IM¢. En regardant plus en détail les résultats, on s’apercoit que la production observée pour IM,,1 et
IM2 est identique. LLe méme résultat est observé pour IM, 2 et IM 1. Ces paires de microcosmes
fonctionnent comme des duplicats alors qu’elles sont constituées d’incubations @ priori différentes. Ce
résultat est a retenir pour la suite de I'interprétation des données, et sera a préciser en le confrontant

aux autres analyses.
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2.1.2. Carbone organique et inorganique dissous

Les valeurs de carbone organique et inorganique au temps initial (avant ajout des substrats) ainsi qu’a la
fin de chaque phase sont identiques (moins de 10% d’écart), le COD ou le CID de la phase liquide
(autre que le substrat) ne semble donc pas étre métabolisé dans cette expérience et n’apporte pas
d’indications particulieres sur les mécanismes mis en jeu (environ 1750 mg/l pour le COD et 2750
mg/1 pour le CID).

2.1.3. Acides gras volatils

Les principaux acides gras volatils identifiés dans ces incubations sont l'acide acétique, I'acide
ropionique, et l'acide butyrique dans les incubations IMg, uniquement. Les graphiques suivants
propioniq yriq Bur UDIQ graphiq

présentent les valeurs mesurées pour IM,,, et IMy, (Figure 74), et IM,, et IM, (Figure 75). Les lignes

verticales figurent la date des trois injections successives de substrat de la phase 1.

3000 3000
A A Acide acétique, A Acide acétique,
2500 groupe IMPro 2500 groupe IMGlu
2000 A Acide acétique, 2000 A Acide acétique,
I~
S Phase 1a Phaselb| Phaselc groupe IMBut S Phase 1a Phaselb| Phaselc groupe IMCell
@ . - @
31500 X Acide propionique, '351500 X Acide propionique,
£ groupe IMPro € A groupe IMGlu
1000 1000
X Acide propionique, K A X Acide propionique,
500 groupe IMBut 500 groupe IMCell
A g
0 A AT T T B —K 1 0 T T T T —K |
0 30 60 90 120 150 180 0 30 60 90 120 150 180
Nombre de jours depuis le début de la phase 1 Nombre de jours depuis le début de la phase 1

Figure 74 : Production d’AGYV pour les incubations du  Figure 75 : Production d’AGYV pour les incubations du
groupe IMp,, et IMp; pendant la préadaptation. groupe Mg, et IMc¢; pendant la préadaptation.
Les barres d’erreur représentent les écarts-types. Les barres d’erreur représentent les écarts-types.

Pour IM,,, et IM,, on remarque comme pour les productions de gaz que les écarts-types des
accumulations I’AGV sont trés faibles entre les duplicats, alors qu’ils sont importants pour IMg, et
M. Pour IM

lors de la phase la pour laquelle le plus grand nombre de données sont disponibles), alors que la

pro» ON 1€ mesure pas d’accumulation d’acide acétique au cours du temps (en particulier
dégradation de ’acide butyrique dans IMy,, semble passer par 'accumulation d’acide acétique. Toutefois

le faible nombre de points d’analyse ne permet aucune conclusion.

Le résultat le plus intéressant qu’on peut tirer de ces données vient d’'une observation séparée des
résultats obtenus pour les duplicats de IMg, et IMq, (non présentée ici). Elle montre que les
incubations IM,, 1 et IM,2 ont le méme comportement (accumulation importante d’acide acétique,
1800-1900 mg/L au maximum au cours de la phase 1a) alors que les incubations IM,,2 et IM 1
présentent une accumulation d’acide acétique plus faible (500-600 mg/L au maximum au cours de la
phase 1a). IMg,,1 et IM,2 sont donc plus proches du groupe IMy, et IM, 2/IM,1 plus proches du
groupes IM,,, en ce qui concerne les productions d’AGV, mais sont surtout tres proches entre elles, ce

qui rappelle les observations réalisées sur les productions de biogaz, résultat non attendu. L’absence de
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prélevement au cours des phases 1b et 1c ne permet pas de savoir si cette tendance se confirme et

s’affirme a mesure que les flores microbiennes sont de plus en plus fonctionnalisées.

2.2, Analyses microbiologiques
2.2.1. ARISA

Des profils ARISA archées (Figure 76) et bactéries (Figure 77) ont été réalisés a partir des différents
prélevements effectués pour les différentes incubations. Dans cette partie nous comparerons tout
d’abord les résultats obtenus pour le dernier prélevement (fin de phase 1c) de chacune des incubations.
Ce prélevement correspond a I’état final obtenu apres la fonctionnalisation par les différents substrats
mais également a I’état initial des communautés microbiennes des microcosmes au moment ou on

introduira la cellulose. Les cadres de couleur mettent en évidence des bandes communes entre les

incubations.
Inoculum IMProl INIPro2 IIVIBut]' IIVIButZ IIVIGIu]' I'vIGqu I|VICt-:-II]' I'\/I(Iellz pb
initial
1500 — — 1500
700 — - 700
500 — i ] = - 500
400 — L 1 = -400
300 — : ' i ' - 300
200 — =200
150 — =150
100 — - 100
15 =7

Figure 76 : Profils ARISA archées obtenus en fin de phase 1c, expérience de fonctionnalisation.
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Figure 77 : Profils ARISA bactéries obtenus en fin de phase 1c, expérience de fonctionnalisation.

Les profils archées sont peu différents entre eux. Des différences d’intensité peuvent toutefois étre
observées par rapport a 'inoculum initial. On peut remarquer une tres grande similarité pour les paires
IM,, 1 et IM,, 2, IMg, 1 et IMg, 2, IM, 1 et IM,2, IM,2 et IM, 1. De plus, des bandes semblent
communes dans les groupes IM,, 1, IM,, 2, IM;,,2 et IM,;1 (remarquées en rouge) et IMy, 1, IMy 2,

IMg,,1 et IM,2 (remarquées en bleu).
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Une diversité plus importante est observée entre les profils bactéries, notamment en comparaison avec
I'inoculum initial. Encore une fois, on observe une similarité tres importante pour les paires IM, 1 et
IM,, 2, IMg, 1 et IM, 2, IM, 1 et IM,2, IM,2 et IM,1. Quelques bandes spécifiques au groupe

Pro<» But=>

IM,, 1, IM,, 2, IM;,.2 et IM, 1 peuvent également étre distinguées.

Pro+» Pro=>

Ces résultats montrent que la préadaptation a eu une influence non nulle et non équivalente sur les
profils de diversité. En effet des différences sont observées selon le substrat de préadaptation et par
rapport a 'inoculum initial (en particulier pour les bactéries). Un modelage de la diversité de départ a
donc été réalisé par la préadaptation. De plus, comme nous I’'avons observé pour les productions de gaz
et 'accumulation des AGV, les duplicats des groupes IM,, et IM, ne sont pas reproductibles, par
contre les paires IM,, 1/IM,2 et IM, 2/IM,1 le sont, et présentent des bandes communes avec
IM,,, et IM,,, respectivement. Pour mieux documenter cette derni¢re observation, j’ai choisi de réaliser
une étude générale de tous les profils ARISA réalisés au cours de la période de préadaptation. Elle est

présentée dans le paragraphe suivant.

2.2.2. Analyse statistique des profils ARISA

Afin de comparer tous les prélevements réalisés pendant la phase 1 (a, b et ¢) de maniére plus globale,
et indépendamment de 'observation, j’ai utilisé I'outil StatFingerprints (276) afin de réaliser des ACP de
tous les profils ARISA réalisés au cours de ces expériences pour les bactéries et les archées. Les
résultats obtenus sont présentés dans la Figure 78 et la Figure 79. Chacune des huit incubations est
représentée par un pictogramme différent. Pour une méme incubation, j’ai choisi des tailles croissantes
de pictogramme en fonction du nombre de jours entre le prélevement et le début de I'incubation (le
pictogramme du premier prélevement est le plus petit, le pictogramme du dernier prélevement est le
plus grand). Ceci permet de pondérer visuellement les profils en fonction de I'avancement de la
préadaptation et de mieux rendre compte de la réussite de la fonctionnalisation et du modelage des
communautés. Enfin, suite aux observations déja réalisées dans les paragraphes précédents, j’ai choisi

1, IM,, 2, IMg,,2 et IM, 1 (en rouge) et

Pro*»

d’adopter un code couleur différent pour les incubations IM
les incubations IMy, 1, IMy, 2, IM;,,1 et IM,2 (en bleu) pour voir si les points communs déja observés

se retrouvaient également tout au long de la préadaptation dans les profils ARISA.

Pour les bactéries, on observe trés nettement une zone « rouge » et une zone « bleue ». Quelques points
rouges sont proches de points bleus, mais il s’agit de petits pictogrammes, correspondant donc aux
premiers prélévements, au moment ou la préadaptation n’est pas encore completement effective. On
observe donc toujours bien, comme pour les données précédentes, un regroupement des incubations
IM,, 1, IM,,.2, IM(,.2 et IM, 1 d’une part et IMg, 1, IMg, 2, IM,, 1 et IM.,2 d’autre part pour les
profils de diversité bactérienne totale. Comme attendu, dans le groupe rouge, les profils de
M, 1/IM,, 2 et IM,2/IM¢,1 sont légerement distincts, ainsi que IMy, 1/IMg 2 et IM,,1/IM¢,2
dans le groupe bleu, ce qui est logique puisque les substrats n’étaient pas identiques pour ces
incubations. Par conséquent, méme si certains pics ARISA sont spécifiques du substrat (glucose ou
cellobiose en particulier dont la dégradation fait intervenir davantage de groupes fonctionnels), d’autres
sont communs au sein du groupe rouge (ou bleu), d’ou des écarts faibles dans le positionnement des

profils dans le cadre de ’ACP pour les incubations rouges et pour les incubations bleues.
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Figure 78 : Analyse en composante principale des profils ARISA des bactéries de la phase de préadaptation.
La taille du pictogramme grandit en fonction de I'avancement de la préadaptation. Les couleurs rouges et bleues
distinguent les deux groupes d’incubations identifiées dans les paragraphes précédents. L’axe 1 représente 34%

de la diversité, I’axe 2 18%.

Les résultats obtenus pour les archées ne montrent pas un clivage des couleurs du méme type que celui
qui est observé pour les bactéries. On remarque plutot une évolution de profils différents pour les
et IM

s €t milieu droit

premiers prélévements de la préadaptation (coin supérieur gauche pour IM,,,
pour IM, et IM.,) vers une situation commune (coin inférieur gauche) pour les différentes
incubations en fin de préadaptation. La préadaptation a donc eu une influence moindre sur les profils

de diversité archées que bactéries, malgré tout, on observe des modifications au fur et a mesure de la

préadaptation.
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Figure 79 : Analyse en composante principale des profils ARISA des archées de la phase de préadaptation.
La taille du pictogramme grandit en fonction de I'avancement de la préadaptation. Les couleurs rouges et bleues
distinguent les deux groupes d’incubations identifiées dans les paragraphes précédents. L’axe 1 représente 56%
de la diversité, I’axe 2 27%.
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2.2.3. Séquencage de ’ADN

Afin de dresser un état des lieux plus précis de la population en fin de période de préadaptation et juste
avant I'ajout de la cellulose, les ADNs du dernier prélevement réalisé en phase 1c pour IM, 1 et IMy, 1
ont été séquencés. Il n’était pas possible de séquencer PADN de chaque incubation. Nous avons
sélectionné arbitrairement IM, 1 et IM, 1 pour représenter les deux groupes qui ont été évoqués plus
haut, les analyses ARISA confortant 'observation de forte similarité des microorganismes au sein de
ces deux groupes. Les résultats sont représentés graphiquement page 166 et 168 (Figure 98 et Figure
99).

2.2.3.1. Archées

Apres la période de préadaptation, les principales séquences d'archées retrouvées dans IM, (1107
séquences analysées) appartiennent aux genres Methanosarcina (77% des séquences, 4 OTUs principaux)
et Methanocullens (20% des séquences, 5 OTUs principaux). Quelques séquences affiliées au genre
Methanosaeta sont également identifiées (a peine 1%). Un OTU du genre Methanosarcina est largement
majoritaire (67% des séquences). C’était également POTU majoritaire dans 'inoculum de départ (84%
des séquences). Les 3 autres OTUs du genre Methanosarcina étaient également présents au départ, par
contre les OTUs du genre Methanocullens étaient présents a moins de 1% a lorigine et se sont
développés au cours de la période de préadaptation. 11,7% des séquences appartiennent a des OTUs

comportant moins de 1% du total des séquences.

La méme analyse avec IMg, (1171 séquences analysées) montre également que les archées
appartiennent principalement aux Methanosarcina (68% des séquences, 4 OTUs) et Methanocullens (31%
des séquences, 7 OTUs). ’OTU majoritaire est le méme que pour IM,,, (59% des séquences), et de la
méme fagon les OTUs communs avec 'inoculum de départ sont ceux du genre Methanosarcina. 8,9% des

séquences appartiennent a des OTUs comportant moins de 1% du total des séquences.

La comparaison de IM,,, et IMy,, montre que seuls 2 OTUs du genre Methanocullens sont spécifiques de

IMg,, (3% des séquences). Les autres OTUs sont communs entre les deux groupes d’incubations.

Toutefois, la participation relative de chaque OTU au nombre total de séquences n’est pas la méme
>, lap p q q P

pour les deux incubations. La préadaptation par deux AGV différents a donc eu des conséquences

proches sur les populations archées de ces deux incubations. L’étape de la méthanogenése n’est pas la

plus influencée par la préadaptation, mais on remarque tout de méme le développement d’archées du

genre Methanocullens qui n’étaient pas présentes dans I'inoculum de départ.

2.2.3.2. Bactéries

En fin de période de préadaptation, les bactéries de IM,,, (3384 séquences analysées) appartiennent

Pro
essentiellement aux classes Spzrochaetes (32%), Bacteroidia (19%), Clostridia (12%), Synergistia (2,5%) et
Vadinha 17 (2,5%). Des microorganismes des classes Anaerolineae, Thermotogae sont également présents a
plus de 1%. Notons enfin que 25% des séquences bactériennes obtenues n’ont pas pu étre identifiées
car les fragments correspondant n’étaient pas assez discriminants. Au total, on dénombre 9 OTUs

comportant au moins 1% de 'ensemble des séquences (78% des séquences au total). St on compare les
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données obtenues avec les résultats de séquencage de 'inoculum de départ, on observe que seulement
47% des séquences trouvées dans IM,,, étaient déja présentes a plus de 1% dans I'inoculum de départ
(dans des proportions différentes), soit 4 OTUs (’OTU représentant la classe Spirochaetes, 3 OTUs de la
classe Bacteroidia). Les autres OTUs se sont développés a partir de microorganismes qui étaient
minoritaires a origine. En particulier, toutes les séquences pour lequel I'identification précise a une
classe ou méme un phylum n’a pas pu étre réalisée appartiennent au méme OTU (25%), qui n’était pas
présent initialement. Dans le cas de I'acide propionique, la préadaptation a donc eu un effet important

sur les communautés bactériennes de I'inoculum de départ.

Pour IMg, (2162 séquences analysées), les mémes classes principales sont représentées, mais dans des
proportions différentes : Bacteroidia (40%), Spirochaetes (21%), Clostridia (20%), Synergistia (4,6%). On
retrouve également des microorganismes des classes Fibrobacteria. Cette fois, seuls 7,6% des séquences
n’ont pas pu étre attribuées phylogénétiquement, elles appartiennent a deux OTUs non retrouvés dans
IM,,,. 12 OTUs principaux (présents a plus de 1%) constituent 77% des séquences. Par comparaison
avec I'inoculum de départ, on calcule que seuls 4 OTUs présents initialement a plus de 1% sont
conservés pour former 59% des séquences au total. Il s’agit des 4 mémes OTUs que pour IM,,,, mais

Pro»

leur importance relative n’est pas la méme.

Ainsi, si on compare maintenant avec les résultats obtenus pour IM,_, on trouve 6 OTUs communs,

Pro>»
soit 50% du total des séquences de IM,,, et 63% du total des séquences de IMy,.. Il y a donc une base
commune pour les deux incubations, mais, contrairement a ce qui était observé pour les archées, la
préadaptation semble tout de méme avoir eu une influence importante sur les populations de bactéries,
et on obtient en fin de période de préadaptation des populations a environ 50% distinctes dans les deux
microcosmes. Les OTUs non communs sont de la classe Clostridia dans les deux cas, ou alors non
identifiés. Par ailleurs, les OTUs communs, qui appartiennent aux classes Spirochaetes (1 OTU),
Synergistia (10TU) et Bacteroidia (4 OTUs) sont présents dans des proportions différentes dans les
deux incubations. Les OTU des classes Spirochaetes et Synergistia sont présents en quantité bien moindre
dans IMy, alors que les OTUs Bacteroidia sont beaucoup plus représentés. Il est toutefois difficile de

commenter la fonction précise des microorganismes de ces OTUs car leurs plus proches parents ne

sont pas des microorganismes cultivés

Il est difficile également d’estimer dans quelle mesure l'utilisation de systemes batch conditionne
I'évolution de la population et en particulier favorise la persistance de microorganismes non
fonctionnels dans le milieu (en particulier les OTUs présents dans I'inoculum initial). Cependant, on
peut tout de méme conclure dans cette expérience que la structure globale des communautés
bactériennes est véritablement différente d’une incubation a l'autre en fin de période de préadaptation
et différente de celle de I'inoculum initial. I’objectif de former de nouveaux assemblages fonctionnels

de microorganismes a donc été atteint.
2.3.Bilan de la période de préadaptation

Le suivi des données physicochimiques et I'analyse des profils ARISA montrent une évolution des

microcosmes dans le temps, a la fois du point de vue métabolique et écologique. Selon le substrat
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utilisé, les modifications sont plus ou moins importantes et nécessitent plus ou moins d’injections avant
d’aboutir a des populations et des performances stabilisées. Les conclusions des données de séquence
obtenues ainsi que des profils ARISA en fin de période de préadaptation montrent l'influence de la
préadaptation sur les communautés microbiennes bactériennes mais également archées dans IM,, et
IMg,, par rapport a 'inoculum initial. Des populations microbiennes différentes de I'inoculum de départ
et non identiques dans toutes les incubations ont été obtenues, en particulier pour les bactéries. Cette
premicre phase de I'expérience a donc permis de réaliser un modelage de I'inoculum de départ pour
construire de nouveaux assemblages microbiens. Ce modelage semble se réaliser de maniere plutot
aléatoire pour la préadaptation avec le glucose et le cellobiose, ou les réplicats divergent. Dans le cas de
la préadaptation avec les AGV, le modelage semble plus déterministe pour les deux duplicats qui se
comportent de la méme fagon. Par ailleurs, une dichotomie en deux groupes semble se dessiner. Sera-t-

elle persistante durant la dégradation de la cellulose ?

3. Dégradation de la cellulose

Apres la premicre étape de Pexpérience, de la cellulose a été introduite dans les bioréacteurs préadaptés.
Les évolutions physicochimiques et microbiologiques ont été analysées pour chaque bioréacteur. Les
données obtenues seront présentées pour chacun des bioréacteurs, ou, par souci de simplification, par
groupe pour les bioréacteurs ayant des comportements similaires (sous forme de valeur moyenne et

écart type).
3.1. Données physico-chimiques
3.1.1.Productions de gaz

Deux groupes d’incubations présentent un rendement et une cinétique de production distincts. Ils
seront nommés par la suite groupes A et B. Le premier groupe (groupe A, représenté en rouge) est
composé de IM,, 1, IM,,, 2, IM;,.2 et IM,1 et le second (groupe B, représenté en bleu) est composé de
IMg, 1, IMg, 2, IMg,1 et IM,2. On retrouve donc pour la production de biogaz la dichotomie

observée au cours de la préadaptation.

Au sein des deux groupes, les réplicats sont bons, les écarts-types sont trés faibles, parfois proches de
zéro. Pour le groupe A on observe une production légerement plus importante de biogaz (55% de la
cellulose convertie contre 50% pour le groupe B). Cette production est réalisée plus rapidement pour le
groupe A que pour le groupe B. Dans les deux cas, environ 7 jours de latence sont observés avant qu’il
n’y ait production importante de biogaz. Dans les deux cas également, le méthane et le dioxyde de
carbone sont produits simultanément. Le ratio final de production de méthane est équivalent (54%
pour le groupe B et 56% pour le groupe A). Ces valeurs sont plus faibles que celles obtenues pour des
bioréacteurs témoins non-préadaptés de dégradation de la cellulose pour lesquels ce ratio est d’environ

65%. Apres 40 jours d’incubation, 'essentiel du biogaz a été produit.
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Figure 80 : Taux de conversion de la cellulose en biogaz, expérience de fonctionnalisation.
Les valeurs moyennes sont calculées pour les 4 incubations de chaque groupe (groupe A en rouge : IMpy,1,
IMpo2, IMg) 2 et IMcg 1 et groupe B en bleu : IMgyl, IMg,2, IMgyl et IMcg2). Les barres d’erreur
représentent les écarts-types (n=4).

Les évolutions de la concentration de N,, O, N,O, NH,, H,S et H, dans le ciel gazeux des
microcosmes ont également été suivies au cours du temps. Dans les différents microcosmes, la quantité

de ces gaz est quasi constante (évolution de moins de 1%).

3.1.2. Carbone organique et inorganique dissous

On retrouve la dichotomie en groupes A et B, plutot dans la dynamique d’évolution que dans le niveau
des valeurs de COD et CID.
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Figure 81 : Concentration en COD et CID, groupes A et B, expérience de fonctionnalisation.
Les barres d’erreur représentent les écarts-types (n=4).

Les valeurs mesurées évoluent peu au cours du temps. On observe pour le groupe A une légere
augmentation du COD entre 5 et 10 jours d’incubation, suivie d’une décroissance pour retourner au

niveau de départ apres 15 jours d’incubation. La méme évolution se produit quelques jours plus tard
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pour le groupe B, mais 'augmentation est légerement plus faible. Ceci est en accord avec la production
plus précoce et plus importante de biogaz observée pour A que pour B. Les valeurs de COD et CID
restent néanmoins équivalentes au début et a la fin de l'incubation, le carbone présent dans la phase

liquide n’a donc pas été catabolisé de manicre significative.

3.1.3. Acides gras volatils

Le principal AGV retrouvé au cours de 'expérience est I'acide acétique. Seules de faibles quantités
d’acide propionique ont été détectées, les concentrations en acide butyrique étaient inférieures a la
limite de détection des instruments de mesure. On peut encore une fois distinguer deux

comportements pour les groupes A et B.
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Figure 82 : Concentration en AGV, groupes A et B, expérience de fonctionnalisation.
Les barres d’erreur représentent les écarts-types (n=4).

La production et la consommation de 'acide acétique du groupe A sont plus rapides que pour le
groupe B, en accord avec les valeurs de COD et de production de gaz. Par ailleurs, le pic de
concentration d’acide acétique pour le groupe A est légerement plus faible que pour le groupe B.
L’épuisement de I'acide acétique correspond dans les deux cas approximativement au début du plateau

de production de biogaz.
3.2.Analyses isotopiques
3.2.1. Biogaz

Les échantillons prélevés et envoyés pour étudier la composition isotopique du biogaz par GC-IRMS
dans cette expérience ont été¢ accidentellement détruits lors de l'analyse sans que nous puissions

récupérer les valeurs. Je n’ai donc pas pu obtenir ces valeurs, ni faire analyser les échantillons de

nouveau.
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3.2.2. Acides gras volatils

Les analyses isotopiques révelent la présence d’acide acétique et d’acide propionique marqués. Suite a la
dichotomie en deux groupes observée pour les concentrations en AGV, jai choisi de présenter les

valeurs moyennes obtenues pour le groupe A (IMy, 1 et IM,1) et le groupe B (IMy, 1 et IM;, 1).
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Figure 83 : Enrichissement isotopique des AGV pendant la dégradation de la cellulose, expérience de
fonctionnalisation.
Valeur moyenne pour les incubations avec cellulose enrichie du groupe A (IMp,,1 et IM¢l) et du groupe B
(IMgy1 et IMg,1). Les barres d’erreur représentent les écarts-types (n=2).

Les AGV sont tres enrichis dés le départ, signe que la cellulose est bien a Porigine de leur production.
Notons que la valeur maximale d’enrichissement observée n’est pas de 100%, cependant, ces valeurs
sont équivalentes voire supérieures a celles obtenues pour des expériences similaires de dégradation de
la cellulose mais sans fonctionnalisation préalable de la biomasse (pour lesquelles on obtient des valeurs
de l'ordre de 70% pour lacide acétique et 65% pour l'acide propionique). La différence vient
probablement du fait que dans les expériences présentées dans ce chapitre, les sources de carbone
exogene non enrichi ont déja été consommeées au cours de la phase 1. L’acide acétique non enrichi est
donc en partie produit par homoacétogenese et I'acide propionique par conversion de I'acide acétique.
On note qu’il n’y a pas de différence significative d’enrichissement des AGV entre les groupes A et B.
On remarque cependant que pour le groupe A, les AGV sont enrichis plus fortement plus tot, et que la
valeur d’enrichissement redevient nulle plus tot, ce qui confirme que la dégradation est plus rapide dans

C¢c cas.

3.3.Analyses microbiologiques

3.3.1. Détermination des populations fonctionnelles

Afin d’obtenir des informations sur les microorganismes fonctionnels au cours de la phase 2, jai réalisé
des ultracentrifugations d’ADN sur gradient de densité afin d’isoler PADN des microorganismes
intervenant dans la dégradation de la cellulose. Ces ultracentrifugations ont été réalisées pour les quatre

incubations IM,, 1, IMg, 1, IM;,, 1 et IM,1, qui contenaient du “°C.
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Figure 84 : Profils de densité de ’ADN issu de IMp,, Figure 85 : Profils de densité de ’ADN issu de Mg,
apreés ultracentrifugation. apreés ultracentrifugation.

Les ADN des échantillons controles des incubations avec substrat non enrichi présentent une
distribution de densité allant de 1,68 a 1,71 g/ml (Figure 84 A, Figure 85 A, Figure 86 A et Figure 87
A). Les ADN des incubations avec substrat enrichi montrent, par comparaison avec les témoins non
enrichis, un pic de densité plus élevée au cours du temps. Apres l'ultracentrifugation, ce pic a été
recueilli en trois fractions différentes, appelées L-DNA, M-DNA, H-DNA, pour respectivement
fraction légere (Light-DNA), fraction intermédiaire (Medium-DNA) et fraction lourde (Heavy-DNA).
Elles correspondent a une densité moyenne respective de 1,69 — 1,71 — 1,73 g/ml. La Figure 84 B-C-D-
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E-F-G présente les profils obtenus aux jours 1, 8, 10, 17, 29, 55 pour IM,, 1. On observe une
augmentation de la proportion de la fraction lourde (H-DNA) du jour 1 au jour 55. Ce résultat suggere
une assimilation progressive du carbone marqué par la biomasse microbienne. Les mémes conclusions

peuvent étre tirées pour IMy, 1, IMg, 1 et IM, 1 (Figure 85, Figure 86 et Figure 87).
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Figure 86 : Profils de densité de I’ADN issu de IMg, Figure 87 : Profils de densité de I’ADN issu de IM¢g,
apres ultracentrifugation. apres ultracentrifugation.
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3.3.2. Observation des profils ARISA de la diversité totale et de la

diversité fonctionnelle
3.3.2.1. Diversité totale

Suite a la dichotomie des incubations observée au regard des données physico-chimiques, j’ai comparé
les profils ARISA des incubations de chaque groupe entre eux. Lla dichotomie est toujours présente. Du
fait de la tres grande ressemblance des profils au sein de chaque groupe, j’ai donc choisi de ne présenter
dans cette partie qu'une seule évolution de profils représentative. Les données issues de chacune des

incubations seront traitées globalement (¢ 3.3.3).

= Archées

Les profils ARISA archées obtenus au cours du temps pour les groupes A et B sont présentés dans les

Figure 88 et Figure 89.

Pour les profils archées du groupe A, on constate une diversification des profils au cours du temps, a
mesure que le biogaz est produit. Une bande vers 390 pb se développe tout au long de I'incubation.
Plus particulicrement, a partir du jour 10 une bande vers 450 devient de plus en plus intense jusqu’au

jour 22, c'est-a-dire a la fin de la production de biogaz.
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Figure 88 : Evolution des profils ARISA archées au cours du temps pour le groupe A, expérience de
fonctionnalisation.
Les observations sont trés voisines pour le groupe B, les bandes observées sont assez similaires a celles
du groupe A. Cependant, on peut remarquer que si la bande a 450 pb devient également de plus en plus
intense au cours du temps, elle n’apparait vraiment qu’a partir du jour 13, en cohérence avec le fait que
la production de biogaz est plus tardive pour ce groupe que pour le groupe A. On peut également
remarquer des différences d’intensité dans les bandes par rapport au groupe A, notamment pour la
bande vers 390 pb et une autre a 350 pb. Enfin, une bande présente vers 560 pb pour le groupe A n’est

pas présente dans les profils du groupe B.
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Figure 89 : Evolution des profils ARISA archées au cours du temps pour le groupe B, expérience de
fonctionnalisation.

= Bactéries

Les profils ARISA bactéries obtenus au cours du temps pour les groupes A et B sont présentés dans les

Figure 90 et Figure 91.

Pour le groupe A, on observe des changements importants a partir du jour 8. Les profils sont alors
assez stables jusqu’au jour 17. Ensuite certaines bandes s’intensifient, et les profils se maintiennent
jusqu’au jour 29. Enfin la diversité évolue de nouveau légérement sur les deux derniers points. Ces
observations qualitatives sont cohérentes avec les données physicochimiques : les jours 1 a 6 voient les
premicres étapes de la dégradation de la cellulose se réaliser, puis les jours 8 a 17 correspondent a
I'accumulation et consommation de l'acide acétique. La production de biogaz diminue ensuite, pour

étre quasi nulle apres le jour 29.
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Figure 90 : Evolution des profils ARISA bactéries au cours du temps pour le groupe A, expérience de
fonctionnalisation.
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Pour le groupe B, on constate que les deux premiers profils sont équivalents (jour 1 et 6), comme c'était
le cas pour le groupe A. Néanmoins, le profil du jour 8 a encore beaucoup de points communs avec les
deux premiers. Les profils restent alors assez stables plus longtemps, jusqu’au jour 22 environ. Ceci est
en accord avec 'accumulation et la consommation d’acide acétique qui sont plus tardives et longues
pour le groupe B que pour le groupe A. Les profils évoluent donc également plus lentement. A partir
du jour 29, on observe a nouveau des modifications de profils, la production de gaz est terminée, il y a

sans doute des processus réactionnels autres que la dégradation de la cellulose qui se mettent en place.
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Figure 91 : Evolution des profils ARISA bactéries au cours du temps pour le groupe B, expérience de
fonctionnalisation.
Par ailleurs, la comparaison détaillée des bandes ARISA entre les profils des deux groupes montre
quelques bandes communes dans les deux groupes d’incubation, en particulier aux jours 1 et 6 mais une
grande partie de ces bandes est spécifique de chaque groupe, comme le montrera une analyse statistique
plus détaillée, présentée dans les paragraphes suivants. L.a fonctionnalisation a abouti a des profils de

diversité totale différents pour les bactéries des groupes A et B.

3.3.2.2. Diversité fonctionnelle

Apres ultracentrifugation de FADN, des profils ARISA ont été réalisés a partir de la fraction lourde de

I’ADN, pour observer les profils de diversité fonctionnelle.

= Archées

La figure suivante (Figure 92) présente I’évolution de la fraction fonctionnelle archées au cours du
temps pour le groupe A. Les cadres de couleur signalent les dates pour lesquelles les profils

fonctionnels des deux incubations réplicats (IMy,,1 et IM,1) réalisées avec de la cellulose marquée

Pro
sont disponibles.

On peut tout d’abord comparer les paires de profils obtenus aux mémes dates pour les incubations
IM,,,1 et IM 1. Ces profils sont assez proches tout au long de I'incubation. Ils présentent quelques
différences d’intensité aux jours 8 et 10, principalement une bande a 560 pb qui est plus intense pour

IMy1. Ces différences s’amenuisent a mesure que la dégradation de la cellulose progresse, et les profils
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obtenus aux jours 17, 29 et 55 sont trés proches. Les différences d’'intensité peuvent s’expliquer par une

différence de I'importance relative des microorganismes dans chaque incubation, ou par des biais

expérimentaux liés a Pextraction ’ADN, a la séparation de PADN au cours de I'ultracentrifugation ou

encore a la PCR. Cependant, ces différences sont faibles, et on peut conclure que les fractions

fonctionnelles archées sont semblables dans les deux incubations.

Par ailleurs, au cours du temps des modifications sont également visibles dans la diversité fonctionnelle

du groupe : apparition de bandes vers 560 pb et 680 pb aux jours 8 et 10, puis inférieures a 400 pb

apres le jour 17. Les dynamiques temporelles d'évolution de la diversité fonctionnelle des archées sont

donc elles aussi semblables dans IM;,,,1 et IM,1.

I'VlProl
1

INIPro1
18

IMcenl
18

I'VlProl
J10

IMcey1
J10

IMProl
117

I'\/IProl
117

I'VlProl
J29

IMcey1
129

I'\/IProl
J55

IMce 1
J55

pb

- 1500

- 250
- 700

- 500

- 400

- 300

- 200
- 150
- 100

- 50
- 15

Figure 92 : Evolution de la diversité fonctionnelle des archées, groupe A, expérience de fonctionnalisation.
Les cadres rouges signalent des profils réalisés aux mémes dates pour des incubations différentes.

La Figure 93 présente les résultats obtenus pour le groupe B. Dans ce cas, les profils obtenus pour

IMg, 1 et IMg,,1 aux jours 1, 8 et 22 sont équivalents. La diversité fonctionnelle est donc la méme dans

les deux incubations de ce groupe.

Les principales modifications observées au cours du temps pour le groupe sont apparition de bandes

vers 520 et 710 pb a partir du jour 8 et inférieures a 400 pb par la suite.
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Figure 93 : Evolution de la diversité fonctionnelle des archées, groupe B, expérience de fonctionnalisation.
Les cadres bleus signalent des profils réalisés aux mémes dates pour des incubations différentes.
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La comparaison avec les profils fonctionnels entre groupe A et groupe B montre quelques différences
comme par exemple une bande a 560 pb et 680 pb et quelques bandes inférieures a 350 pour le groupe
A, ou encore une double bande vers 510-520 pb, une double bande vers 710-730 pb présentes pour le
groupe B mais pas pour le groupe A. En particulier les bandes vers 560 pb et 680 pb pour le groupe A
pourraient correspondre aux archées du genre Methanosaeta retrouvées lors du séquencage (¢f 3.3.4.2.)
(PARISA réalisée dans les mémes conditions sur une souche pure de Methanosaeta concilii présente des
bandes a 520, 560 et 676 pb).

On peut noter que certaines des bandes observées dans la fraction fonctionnelle étaient peu visibles
dans les profils de diversité totale. Elles ont été mises en valeur grace a leur isolement dans la fraction
enrichies de FADN apres ultracentrifugation. De méme, on pouvait observer dans la diversité totale le
développement de I'intensité de certaines bandes au cours du temps, qui sont au contraire présentes des
le départ dans la diversité fonctionnelle (450 pb pour les groupes A et B notamment). Il s’agit sans
doute d’une espéce présente de manicre quantitative par rapport aux autres especes fonctionnelles, et

qui prend de 'importance au sein de la population totale.

= Bactéries

Les mémes comparaisons ont été réalisées a partir de la fraction fonctionnelle obtenue pour les
bactéries. La Figure 94 présente les résultats obtenus pour le groupe A. Comme cela a été observé pour

les profils archées, les profils obtenus aux mémes jours pour IM, 1 et IM.,1 sont qualitativement

Pro
identiques, ils contiennent les mémes bandes, mais celles-ci sont parfois présentes a des intensités
légerement différentes, pour les mémes raisons que celles évoquées plus haut. Au cours du temps on
n’observe pas de modification brutale des profils, I’évolution se fait en douceur, certaines bandes

prenant plus ou moins d’importance.
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Figure 94 : Evolution de la diversité fonctionnelle des bactéries, groupe A, expérience de fonctionnalisation.
Les cadres rouges signalent les dates pour lesquelles les profils de deux incubations distinctes sont disponibles.

Pour le groupe B (Figure 95), la comparaison entre les profils de IMy, 1 et IM;, 1 réalisés aux mémes
jours montrent des profils trés proches (mis a part une bande vers 250 pb pour IMg,1). Dans ce cas

également on peut conclure comme pour le groupe A que la fraction fonctionnelle bactérie est quasi
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similaire pour les différentes incubations du groupe. On n’observe pas non plus de modification brutale

de la diversité au cours du temps, celle-ci se fait de maniere continue.
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Figure 95 : Evolution de la diversité fonctionnelle des bactéries, groupe B, expérience de fonctionnalisation.
Les cadres bleus signalent les dates pour lesquelles les profils fonctionnelles de deux incubations du groupe sont
disponibles.

Sans les détailler, la diversité étant trop grande pour tenter de relier la longueur des bandes a I'identité
des microorganismes, on peut noter que des différences tres importantes sont observées dans les profils
fonctionnels des deux groupes d’incubations. Les fractions fonctionnelles bactériennes sont donc

différentes pour les deux groupes.
3.3.2.3. Bilan

Les profils ARISA de diversité totale donnent un apergu général de I’évolution des populations et des
points communs entre les différents groupes. I’analyse des profils ARISA de la fraction fonctionnelle
de PADN obtenue apres ultracentrifugation permet d’aller plus loin et d’observer précisément les
microorganismes impliqués dans la dégradation de la cellulose. Ainsi, on peut conclure des observations
de ces profils quau sein d'un méme groupe, les différentes incubations montrent une diversité
fonctionnelle proche. Entre les groupes, comme pour la diversité totale, des différences sont observées.
Peu nombreuses chez les archées, elles sont beaucoup plus importantes pour les bactéries, mais
difficilement quantifiables. En effet, les observations réalisées sur les profils ARISA sont uniquement
qualitatives et pas enticrement satisfaisantes, l'appréciation des similarités et dissimilarités étant
seulement visuelle. La difficulté est d’autant plus importante que le grand nombre de profils réalisés ne
permet pas d’en comparer et d’en ordonner 'ensemble directement. J’ai donc fait appel au logiciel

StatFingerprints (276) pour mieux comprendre et analyser les données obtenues.

3.3.3. Interprétation statistique des données ARISA

Afin de comparer Pensemble des profils entre eux indépendamment de I'observation, j’ai réalisé une
ACP pour les archées (Figure 96) et construit des dendrogrammes pour les bactéries (Figure 97) a partir
de tous les profils ARISA réalisés au cours de ces expériences. L’objectif était de vérifier ’'homogénéité
des comportements des incubations des groupes A et B pour la population totale, de voir la

dynamique d’évolution des profils au cours du temps et d’observer les différences entre les deux
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groupes. Le choix d’une représentation sous forme d’'une ACP pour les archées et d’'un dendrogramme
pour les bactéries a été fait car ils permettaient de visualiser au mieux I’évolution de la diversité totale

dans chaque cas.

3.3.3.1. Archées

Dans cette ACP, chaque microcosme est représenté par un pictogramme. Les pictogrammes du groupe
A sont représentés en rouge, et ceux du groupe B sont représentés en bleu. Afin de simplifier le
schéma, le nom et la date des prélevements n’ont pas été figurés. Cependant, on remarque une
influence importante de la durée d’incubation sur la position des profils dans le diagramme pour les
deux groupes. Afin de visualiser les tendances d’évolution des profils archées au cours du temps, j’ai
utilisé des fleches de couleurs (rouge pour le groupe A, bleu pour le groupe B) qui montrent I’évolution
de la position des profils de diversité totale a mesure qu’on avance dans le temps et dans la dégradation

de la cellulose.
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Figure 96 : Analyse en composantes principales des profils ARISA des archées de la phase 2, expérience de
fonctionnalisation.
Les fleches marquent I’évolution des profils dans le temps pour le groupe A (rouge) et le groupe B (bleu). L axe 1
représente 53% de la diversité, ’axe 2 16%.

On observe pour les deux groupes que les profils sont situés au départ dans la partie supérieure du
cadre, puis évoluent vers le coin inférieur droit pour le groupe A et pour le milieu droit pour le groupe
B. L’évolution se fait différemment et aboutit a un résultat différent pour les deux groupes. Au cours du
temps, les différents profils des deux groupes passent tout de méme par des zones communes, méme si

Iétat final est différent, ce qui confirme qualitativement les observations réalisées avec 'observation des
profils ARISA.

3.3.3.2. Bactéries

Dans le cas des bactéries, j’ai préféré une représentation sous forme dun dendrogramme. Il a été

construit avec I'algorithme de Ward et des distances entre profils calculées par la méthode euclidienne
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(choix d'apres les articles d'Hartmann (285) et de Tlili (284)). Des zones remarquables ont été entourées

et colorées.
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Figure 97 : Dendrogramme de proximité des profils ARISA des bactéries, phase 2, expérience de
fonctionnalisation.

Le dendrogramme est construit en utilisant I’algorithme de Ward et les distances euclidiennes entre profils. Le
cadre mauve contient les profils issus des premiers prélevements réalisés pour le groupe A (rouge) et le groupe B
(bleu). Les cadres rouges et bleus contiennent les profils des prélévements suivants, pour respectivement le
groupe A et le groupe B.

Sur ce dendrogramme, on peut tout dabord distinguer en mauve au milieu les profils qui
correspondent au début des incubations d’'une maniére générale. Parmi ce groupe, deux sous-groupes
distincts peuvent ¢tre observés. 11 s’agit des profils du groupe A (entourés en trait rouge plein) et des
profils du groupe B (entourés en trait bleu plein). Par ailleurs, deux autres grands groupes distincts sont
identifiés. A gauche, en bleu les autres profils du groupe B, et a droite, en rouge les autres profils du
groupe A. Les profils correspondant au groupe A sont regroupés sur une méme branche, a droite du
dendrogramme. Les profils du groupe B sont un peu plus différenciés, et regroupés sur deux branches,

qui sont malgré tout proches entre elles.

On remarque donc ici que la diversité bactérienne totale des groupes A et B forme des groupes
distincts, d’autant plus distincts que la dégradation de la cellulose est avancée. Par ailleurs les profils des
différentes incubations d’'un méme groupe sont bien regroupés, en accord avec la similarité des mesures

physico-chimiques pour les deux groupes.

Pour les points correspondant au début de la dégradation, il semble qu’il y ait une plus grande similarité
entre les profils de diversité totale des deux groupes. C’est ce qui avait été observé en comparant les
profils bactéries de diversité totale aux jours 1 et 6. On peut imaginer que ces points communs sont dus
a l'apparition de groupes fonctionnels responsables notamment de I’hydrolyse de la cellulose et qui
n’avaient pas été activés au cours de la phase de préadaptation. Par ailleurs tous les groupes
fonctionnels ne sont pas encore activés ou visibles dans les profils ARISA, d’ou les points communs

plus importants que dans la suite de la dégradation.

165



Influence d’une fonctionnalisation préalable de la biomasse

La phase 1 de Pexpérience a donc bien modelé les populations menant a des profils de diversité

bactérienne différents apres 'apport d'un méme substrat, la cellulose.
3.3.4. Séquencage de ’ADN

I’ADN lourd de deux échantillons a été séquencé apres ultracentrifugation. Nous avons choisi un
¢chantillon du groupe A et un échantillon du groupe B. Il s’agit de IM,, 1-Cellulose apres 17 jours
d’incubation et IMy, 1-Cellulose aprés 17 jours d’incubation également. Ces deux dates correspondent a
une dégradation importante de la cellulose (environ la moitié du biogaz a été produite) mais avant que
trop de cross-feeding n’ait eu lieu. La diversité microbienne mesurée est représentée graphiquement par
genre et OTUs pour les archées (Figure 98) et par classes et OTUs pour les bactéries (Figure 99). 11
n’était pas possible de séquencer plus de points, cependant la comparaison des profils ARISA de
diversité fonctionnelle montre que les populations actives sont les mémes dans les différentes
incubations du groupe A ou du groupe B. On peut donc considérer que les incubations analysées sont

représentatives du groupe.

3.3.4.1. Archées
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Figure 98 : Composition de la diversité des archées des échantillons de I’expérience de fonctionnalisation.

La communauté des archées retrouvée dans la fraction lourde de IM,, 1-Cellulose apres 17 jours
d’incubation (2077 séquences analysées) est composée essentiellement de microorganismes des genres
Methanosaeta (56%, 3 OTUs), Methanosarcina (29%, 2 OTUs) et Methanocullens (14%, 4 OTUs). Au total, 9
OTUs ont été dénombrés. Ils étaient présents en fin de période de préadaptation, sauf les OTUs du
genre Methanosaeta. Deux d’entre eux étaient toutefois détectés a moins de 1% dans IM,, en fin de

préadaptation. La communauté est donc tres différente de celle de la fin de préadaptation.
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La communauté retrouvée dans la fraction lourde de IMy, 1-Cellulose est différente (1807 séquences
analysées). Les archées majoritaires appartiennent aux groupes Methanosarcina (77%, 30TUs) et
Methanocullens (21%, 8 OTUs). Au total, 11 OTUs différents sont identifiés. Ces OTUs étaient tous
présents en fin de préadaptation dans IMy, (une OTUs de Methanoculleus était cependant présente a
moins de 1%). La population n’a donc pas été modifiée de fagon importante comme c’est le cas pour
IM,, -Cellulose.

Par ailleurs, 6 OTUs (2 du genre Methanosarcina, 4 du genre Methanocullens) sont communs entre les
fractions lourdes de IM,, 1-Cellulose et IMy, 1-Cellulose, soit 84% des séquences de IMy, 1-Cellulose et
37% des séquences de IM,,,1-Cellulose. Une des principales différences vient des séquences du genre
Methanosaeta qui ne sont retrouvées que pour IM, 1-Cellulose. A titre de comparaison, les données de
séquence de la fraction lourde d’'un microcosme dégradant la cellulose mais sans préadaptation de
I'inoculum révelent la présence de microorganismes du genre Methanosarcina uniquement (4 OTUs), soit
77% de séquences communes entre IMy 1-Cellulose et cette expérience, contre seulement 27% pour
1M, 1-Cellulose.

Les populations archées sont donc trés différentes entre les deux groupes (A et B) suite a la
préadaptation. Pour le groupe B, I'allure de la population correspond a celle qui avait été identifiée en
fin de la phase 1c. Au contraire, pour le groupe A, des différences considérables sont observées par
rapport a la communauté de la fin de la période de préadaptation. L’arrivée d’archées du genre
Methanosaeta est la différence la plus importante. Elles ne sont pas détectées dans le groupe B en fin de
préadaptation ou pendant la dégradation de la cellulose, ni dans une situation sans préadaptation. Cette
observation est surprenante. Différentes références de la littérature montrent que la compétition entre
Methanosaeta et Methanosarcina pour la méthanogeneése acétoclaste est favorable a la premiere lorsque les
concentrations d’AGV, en particulier d’acide acétique sont faibles et que les digesteurs sont en
fonctionnement modéré. Dans les cas contraires, Methanosarcina est favorisé (306, 323-324). Dans notre
cas, les différences de concentration en AGV ne sont pas flagrantes. Ces derniers sont toutefois

métabolisés plus rapidement et s’accumulent moins longtemps dans le milieu pour le groupe A.
3.3.4.2. Bactéries

La communauté bactérienne de la fraction lourde de IM,, 1-Cellulose apres 17 jours de dégradation est
tres diverse (16460 séquences analysées). Elle est composée de bactéries des classes Clostridia (35%, 6
OTUs principaux), Bacteroidia (15%, 4 OTUs principaux), Synergistia (13%, 4 OTUs principaux),
Spirochaetes (5,1%, 1 OTU principal), Anaerolineae (4,5%, 2 OTUs principaux), Thermotogae (3,5%, 1
OTUs principaux) et également des phylums Amzatimonadetes (1 OTU) et Bacteroidetes (non résolu au
niveau de la classe, 2 OTUs) a des plus faibles pourcentages. 7,7% des séquences n’ont pas pu étre
identifiées (2 OTUs). 23 OTUs représentent plus de 1% de 'ensemble des séquences, et regroupent au
total 70% de la diversité séquencée. Certains sont communs avec ceux identifiés lors du séquencage de
IM

appartenant aux classes Clostridia. 11 s’agit sans doute de microorganismes actifs lors de ’hydrolyse de la

en fin de préadaptation (Bacteroidia, Spirochaetes par exemple) et d’autres non, notamment

Pro

cellulose (325). Ces groupes fonctionnels n’avaient pas été activés lors de la préadaptation avec 'acide

propionique, et étaient donc minoritaires dans IM,,. On retrouve au total 6 OTUs (soit 19% des
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séquences de IM,, -Cellulose) dans la biomasse de fin de préadaptation, et seulement 2 OTUs issus de

I'inoculum du début de expérience (11% des séquences).
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Figure 99 : Composition de la diversité des bactéries des échantillons de I’expérience de fonctionnalisation.

La population bactérienne de la fraction lourde de IMy, 1-Cellulose apres 17 jours de dégradation est
quant a elle composée d’une diversité moins importante (5382 séquences analysées) : classes Spirochaetes
(56%, 1 OTU principal), Bacteroidia (13%, 3 OTUs principaux), Clostridia (11%, 2 OTUs principaux), et
également Anaerolineae (1 OTU principal), Mollicutes (1 OTU principal) et phylum Firmicutes (1 OTU
principal) a des plus faibles pourcentages. 8,7% des séquences n’ont pas pu ¢tre identifiées (2 OTUs).
11 OTUs principaux regroupent 77% du nombre total de séquences. 6 de ces OTUs sont communs
avec la biomasse de fin de préadaptation, ce qui représente 67% des séquences. La biomasse est donc
beaucoup plus conservée dans ce cas que ce qui était observé pour le groupe A, comme pour les
archées. Par ailleurs 3 des OTUs étaient déja présents dans l'inoculum initial, mais constituent

seulement 9% du total des séquences de I’échantillon.

Les seuls points communs entre la fraction lourde de ces deux incubations sont des membres des
classes Bacteroidia et Anaerolineae, soit 14% de séquences communes pour IM,, -Cellulose et 12% pour
IMj,~Cellulose. Ce chiffre est tres faible, pourtant, les groupes fonctionnels des microorganismes
intervenant notamment dans I’hydrolyse de la cellulose et dans les premicres étapes de la dégradation
n’avaient pas été activés lors de la préadaptation. Des microorganismes similaires auraient donc pu se
développer dans les deux groupes pour réaliser ces fonctions, mais il semble que Pétape de

préadaptation n’ait pas seulement eu une influence importante sur les étapes de la fin de la
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dégradation mais sur ’ensemble des chaines métaboliques de la digestion, y compris les

premicéres étapes de ’hydrolyse de la cellulose.

Enfin, on peut noter que si on compare les OTUs retrouvés lors de la dégradation de la cellulose dans
cette expérience a ceux d’autres expériences réalisées avec le méme inoculum de départ, mais sans
préadaptation (introduction directe de la cellulose avec I'inoculum mésophile, résultats présentés dans le
chapitre concernant I'influence de changements de température, IM1), on trouve 3 OTUs en commun
pour IM,,, soit 12% des séquences, alors que pour IMy,, 4 OTUs sont communs, qui représentent
62% du total des séquences. Dans les deux cas, on a donc des différences nettes par rapport a une

situation sans préadaptation, et ces différences sont extrémement importantes pour IM,, .
3.3.5. Bilan

Les données de séquences montrent de fortes différences entre les groupes A et B pendant la
dégradation de la cellulose suite a la préadaptation. Les populations du groupe B pendant la dégradation
de la cellulose restent proches de celles observées en fin de période de préadaptation pour ce méme
groupe. Des différences plus importantes sont observées pour le groupe A. La dégradation de la
cellulose apporte plus de modifications dans les populations, a la fois bactéries et archées. De plus, la
comparaison avec une expérience sans préadaptation de la biomasse montre une proximité plus
importante du groupe B que du groupe A. Les modifications apportées par la préadaptation dans le
groupe A semblent donc plus importantes que celles apportées par la préadaptation du groupe B.
Cependant, dans les deux cas, on peut conclure que le modelage réalisé au cours de I'étape de
préadaptation a conduit a deux compositions différentes des populations microbiennes au cours de la

dégradation de la cellulose en phase 2, et différentes d’une situation sans préadaptation préalable.

4. Discussion

Dans cette discussion nous reviendrons sur les objectifs de cette expérience : d’une part évaluation de la
possibilité de modeler des communautés microbiennes complexes a I'aide d’une préadaptation de cette
biomasse avec des substrats simples, et d’autre part effet de ce modelage sur la dégradation de la

cellulose en termes écologiques et métaboliques.

4.1. Un modelage réussi mais surprenant

4.1.1.Réactions de I'inoculum initial face a différents substrats

Au cours de la premicre phase de 'expérience, un méme inoculum a été alimenté de fagon répétée avec
différents substrats. Selon les substrats introduits, des schémas de dégradation différents ont été

observés.

Dans le cas de la préadaptation avec 'acide propionique, une latence avant la production de biogaz est
observée, qui diminue au fur et 2 mesure des injections. La cinétique reste inchangée, mais le ratio de
méthane dans le biogaz évolue de la premiere a la deuxieme injection, puis est stable. Les fortes

concentrations d’acide propionique dans le milieu sont connues pour étre inhibitrices de la croissance
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de certains microorganismes, en particulier les archées (326). Apres la premicre injection (phase 1a), on
peut imaginer que l'acide propionique apporté se dégrade lentement car peu de microorganismes
adaptés sont présents. La forte concentration inhibe les archées qui ne produisent pas de biogaz
immédiatement. Apres plusieurs injections et le développement de groupes fonctionnels spécifiques,
I'acide propionique s’accumule moins longtemps, les archées sont fonctionnelles immédiatement et la

production se fait sans latence, avec un ratio de méthane stable.

Pour T'acide butyrique, il semble qu’il faille aussi un temps d’adaptation apres la premicre injection
(latence, cinétique plus lente) mais dés la deuxieme injection la population est adaptée et développée. La
encore, sans doute les groupes fonctionnels responsables de la dégradation de I’acide butyrique ne sont
pas préts ou pas présents en quantité suffisante et ne démarrent pas immédiatement en phase la, mais

le systeme s’adapte plus vite que dans le cas de I’acide propionique.

Pour le glucose et le cellobiose, il n’y a pas de temps de latence. Les microorganismes fonctionnels sont
déja présents, au moins partiellement, et non inhibés. On peut imaginer que leur nombre augmente a
mesure des injections, par conséquent la cinétique est de plus en plus rapide. Elle augmente
constamment au cours des phases pour ces substrats: il y a de plus en plus de microorganismes

adaptés. Il est difficile de dire quelle étape de la dégradation est la plus limitante dans ce cas.

Par ailleurs, on remarque que dans le cas de la préadaptation avec des AGV, la cinétique semble avoir
atteint un maximum. Le flux métabolique est saturé rapidement bien que la croissance microbienne ait
lieu d’'une phase a l'autre. Le processus métabolique ne serait donc pas limité uniquement par la densité
des microorganismes, mais aussi par le substrat. Celui-ci est peut-étre rapidement internalisé par des
microorganismes. [’augmentation du nombre de ces microorganismes fonctionnels d’'une phase a
lautre permettrait une internalisation totale des AGV plus rapide, et donc un démarrage des fonctions
méthanogenes plus précoce, d’ou une latence diminuée. I’internalisation des substrats aurait également
pour conséquence un découplage entre leur disparition dans le milieu et leur consommation effective,
celle-ci se faisant toujours au méme rythme dans les microorganismes les ayant internalisés. Ceci
expliquerait la cinétique constante d’une phase a l'autre. Dans le cas des sucres, la cinétique continue

d’augmenter avec la densité de microorganismes, et donc le nombre de « biocatalyseurs ».

4.1.2. Le modelage aboutit a des situations différentes...

Les profils ARISA en fin de période de préadaptation montrent bien que méme si les communautés
microbiennes dans chaque cas conservent des points communs, elles ont évolué par rapport a
I'inoculum initial et de fagcon déconcertée les unes par rapport aux autres. Plus précisément, les ACP
réalisées a partir des différents prélevements de la premicre phase montrent des évolutions différentes
pour les différents bioréacteurs a mesure des injections de substrat, en particulier pour les bactéries
pour qui les différences sont plus importantes, sans doute en raison d’une diversité plus grande que
pour les archées. Le modelage a I'aide de préadaptation avec des substrats nous a permis d’obtenir de
nouvelles communautés microbiennes qui ne sont pas toutes identiques entre elles en fin de période de

préadaptation. Les résultats de séquencage le confirment de maniére quantitative pour deux des
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incubations. L’objectif de produire plusieurs communautés microbiennes nouvelles a partir d’une

diversité initiale identique est donc atteint.

4.1.3. ... et a un cas surprenant

Plus précisément, comme attendu, les profils ARISA et les données physico-chimiques indiquent des
comportements similaires pour les duplicats IM,,, et IMy, . Les conclusions ne sont toutefois pas les

mémes pour les duplicats IM;,, et IM,. Il semble dans ces cas que des groupes fonctionnels différents
se soient développés dans les incubations jumelles, ce qui entraine des performances de dégradation
différentes également. Le glucose et le cellobiose étant des molécules de nature chimique différente de
'acide butyrique et de I'acide propionique, on peut imaginer qu'un nombre plus important de voies
métaboliques peut étre mis en jeu. Des variations cinétiques entre des réactions élémentaires sont peut-
étre a lorigine de concentrations différentes d’intermédiaires. Méme si les états de départ étaient les
mémes dans les deux duplicats de IMg, et IM,, du fait de ces légeres différences, ou d’un effet
stochastique, ils ont emprunté des voies différentes, catalysées par des microorganismes différents pour

dégrader les mémes substrats, ce qui explique que les duplicats ne se comportent pas de la méme facon.

Par ailleurs, on remarque que contre toute attente, IMg,,1/IM,2 et IM;,,2/IM, 1 forment des paires
en ce qui concerne les productions de biogaz, les productions ’AGV et les profils ARISA. Les mémes
voies métaboliques catalysées par les mémes microorganismes ont été développées pour un bioréacteur
de IMg, et un autre de IM, alors qu'un autre schéma de dégradation a été développé dans les deux
autres bioréacteurs. Ce résultat est a priori surprenant. On pouvait s’attendre a ce que les réacteurs
n’évoluent pas tous de la méme fagon, mais pas a ce qu’ils reforment de nouvelles paires. Le cellobiose
et le glucose sont des substrats proches et ils peuvent activer les mémes microorganismes responsables
de mémes voies métaboliques, ce qui favorise sans doute la possibilité d’obtenir des schémas de
dégradation équivalents pour les deux substrats dans notre cas. Nous discuterons plus longuement cette

singularité dans les paragraphes suivants.

Une plus grande proximité des profils ARISA pour les incubations IM;,,1/IM,2 et IM,,, d’une patt, et

Mg, 2/ IM 1 et IMy,, d’autre part, se remarque déja et se confirmera au cours de la phase 2.

4.1.4. Efficacité et pertinence de la méthode de modelage

Apres trois injections successives dun substrat simple dans les bioréacteurs, des communautés
différentes entre elles et différentes de la biomasse initiale ont été développées. Le comportement de
I'inoculum initial n’est pas le méme avec les différents substrats, et il faut un temps d’adaptation plus ou
moins long avant d’obtenir une réponse stable et reproductible apres chaque injection. Se pose
notamment la question du nombre d’injections nécessaires pour modifier la biomasse et obtenir des
patrons de diversité vraiment différents de I'inoculum de départ et caractéristiques de la dégradation du
substrat. En effet, les systemes utilisés sont des systemes batch. La biomasse « non fonctionnelle », a
laquelle la dégradation du substrat de préadaptation ne fait pas appel n’est donc pas éliminée du milieu
liquide rapidement, mais devient minoritaire a mesure que les groupes fonctionnels se développent et

qu’elle meurt ou est consommée faute d’étre active. Un nombre d’injections de substrat suffisant est
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donc nécessaire pour construire de nouvelles communautés fonctionnelles de microorganismes

totalement différentes de I'inoculum de départ.

Dans notre cas, les résultats de séquencage montrent que la préadaptation a renouvelé de facon plus
importante la biomasse dans le cas de I'acide propionique que dans le cas de I'acide butyrique. Malgré
tout, plus de 50% de la biomasse fonctionnalisée est commune avec la biomasse de départ. Parmi ces
50%, il n’est pas possible d’établir précisément quelle part représente des microorganismes spectateurs
ou conservés car ils sont acteurs de la dégradation du substrat. Des ajouts de substrats supplémentaires,
ou lutilisation d’un systeme continu permettraient d’étre certain de ne sélectionner que les
microorganismes impliqués dans les processus de dégradation des substrats utilisés, mais, notre objectif,
qui était de former des communautés différentes de la communauté initiale, a tout de méme été atteint
avec trois injections successives. La méthode de modelage utilisée est donc satisfaisante et permet de

produire de nouvelles structures microbiennes a partir d’'un méme inoculum de départ.

4.2.Dégradation de la cellulose : deux schémas métaboliques et

écologiques se distinguent

La comparaison des données physico-chimiques et microbiologiques de cette expérience avec d’autres
obtenues dans le cadre d’une expérience de dégradation de la cellulose avec une biomasse non
préadaptée montre des différences métaboliques notamment dans les ratios de production de biogaz, la
production des intermédiaires, lenrichissement des AGV ou encore des différences dans la
composition des populations fonctionnelles ou de la diversité. Le modelage de la phase 1 a donc eu une
influence sur le métabolisme de dégradation de la cellulose et les populations impliquées. Le Tableau 12

résume les principales caractéristiques de chaque incubation.

Tableau 12 : Récapitulatif des résultats physicochimiques et microbiologiques obtenus pour les incubations de
I’expérience de fonctionnalisation et les témoins.

Taux de Ratio de Séquences d’ADN
Incubation conversion de | méthane dans | AGV principaux (valeur et enrichissement en cala | communes avec une Archées maioritaires
la cellulose en | le biogaz total date du pic d’accumulation maximum,) situation sans s
biogaz produit préadaptation
0
Acide acétique (262 mg de C/I, 79% de °C 2 j8) Archées : 27% Methanosaeta 56%
1IMp,01 55% 55% R - [P .. Methanosarcina 29%
Acide propionique (22 mg de C/L, 64% de ~°C a j8) Bactéries : 12% Methanoculleus 14%
0
Acide acétique (260 mg de C/l a j8)
0 0
[Mero2 53% 55% Acide propionique (27 mg de C/L a j8)
M1 49% 57% Acide acétique (323 mg de C/I, 73% de Bca j13) Archées : 77% Methanosarcina 77%
But ’ ° Acide propionique (30 mg de C/L, 72% de Bca j13) Bactéries : 62% Methanoculleus 21%
Acide acétique (248 mg de C/1 2 j13)
10/ 0,
M2 49% 57% Acide propionique (32 mg de C/L aj13)
Acide acétique (354 mg de C/I, 68% de °C 2 j13)
10/ 0
Mg, 1 49% 55% Acide propionique (22 mg de C/L, 69% de C 3 j13)
Acide acétique (356 mg de C/I aj8)
0 0
IMe1.2 61% S4% Acide propionique (27 mg de C/L 4 j10)
Acide acétique (374 mg de C/I, 87% de °C 3 j8)
0 ()
IMcert 53% 55% Acide propionique (18 mg de C/L, 74% de Bca j8)
Acide acétique (386 mg de C/I aj13)
10, 0
IMcai2 50% 56% Acide propionique (73 mg de C/L 2 j13)
Incubation sans o o Acide acétique (410 mg de C/I, 70% de °C 2j17) Archées : 100% . 5
préadaptation 63% 65% Acide propionique (180 mg de C/L, 65% de Bca j17) Bactéries : 100% Methanosarcina 100%
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4.2.1. Préadaptation avec I’acide propionique ou I’acide butyrique

Ce tableau montre que les deux paires d’incubations issues de la fonctionnalisation avec ’acide
q
propionique d’une part, et 'acide butyrique d’autre part se comportent de la méme fagon. Dans les
deux cas, la préadaptation avec un méme substrat a permis d’aboutir 2 un méme schéma de dégradation
de la cellulose pour les réplicats. La fonctionnalisation avec I'acide butyrique semble conduire a une
diversité et a2 des schémas métaboliques relativement proches d’une incubation non fonctionnalisée. La
q
fonctionnalisation avec 1’acide propionique semble au contraire conduire 2 une modification beaucou
q
plus importante de la flore, I'abondance des archées du genre Methanosaeta ainsi que les nombreuses

différences observées dans les flores bactériennes I'illustrant en particulier.

L’étape de préadaptation a permis dans le cas de ces deux substrats de réaliser un forgage métabolique
de I'inoculum de départ, de manicere sensiblement équivalente dans chaque paire de duplicats (d’apres
les données physico-chimiques et d’ARISA), et particuliecrement différent d’une situation « non forcée »
avec l'acide propionique. Les conséquences en termes de performance de dégradation de la cellulose
sont visibles mais devront étre précisées a I'aide d’analyses physico-chimiques plus poussées. Le forcage
réalisé avec ces substrats semble par ailleurs conduire a des situations stables puisque les deux réplicats
se comportent de la méme fagon et qu’aucun signe de disfonctionnement de la digestion de la cellulose

n’est observé.

4.2.2. Préadaptation avec le glucose ou le cellobiose

Dans ce cas, les incubations réplicats ne se comportent pas de la méme facon. La dégradation de la
cellulose a lieu selon des schémas différents, a la fois en termes de caractéristiques physico-chimiques
mais également écologiques. Malgré cette absence de répétabilité au sein des deux groupes, on observe
le méme comportement chez IM; 2 et IM,1 d’une part et IM;, 1 et IM,2 d’autre part, ce qui était
attendu suite aux constatations faites au cours de la phase 1. Les données ARISA et physico-chimiques
sont similaires pour ces nouvelles paires. Les quatre incubations ne permettent d’obtenir que deux états

de diversité, selon un regroupement deux a deux surprenant.

La préadaptation ne donne donc dans ce cas pas le résultat attendu, les substrats utilisés ne permettent
pas de réaliser un forcage métabolique univoque. De plus, les molécules utilisées (cellobiose et glucose)
étant de nature chimique proche, on aboutit a des résultats similaires pour des préadaptations
« différentes ». Le cellobiose ne semble pas apporter une spécificité a 'inoculum de départ différente de

celle qu’apporte le glucose.

4.2.3. Un comportement singulier

Un phénomene singulier observé au cours de cette expérience est le regroupement des différentes
incubations issues de préadaptations différentes selon 2 groupes. En effet, on sattend, suite aux
résultats de la préadaptation, a ce que les biomasses modelées de la méme fagon aient le méme
IMg,,, et
Mg, 1/IMy2 ainsi que IM, 2/IM,1. Cependant, seulement deux patrons de dégradation de la

comportement de dégradation de la cellulose. C’est ce qui est observé pour les paires IM

Pro>

cellulose sont obtenus et pas quatre comme autant de groupes obtenus en fin de préadaptation. Ce
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résultat est tout a fait inattendu, et encore plus surprenant que le regroupement des paires
Mg, 1/IM g2 et IM,,2/IM 1.

Les analyses physicochimiques réalisées ne permettent pas de distinguer précisément les différences
métaboliques, cependant, les cinétiques et 'accumulation des intermédiaires mesurés montrent que des
phénomenes différents sont en jeu dans les deux groupes. Des points communs existent, la dégradation
passe par I'acide acétique, et dans les deux cas on ne peut pas observer d’accumulation importante d’un
autre AGV. Ce résultat ne signifie pas que les voies métaboliques et les intermédiaires sont les mémes
dans les deux cas. Si toutefois elles étaient les mémes, les différences cinétiques et de performance
observées indiquent que les groupes fonctionnels n’ont pas la méme composition, les transformations
ne se faisant pas au méme rythme. Les données de séquencgage réalisé sur la fraction fonctionnelle d’une

incubation de chaque groupe confirment que les populations sont tres différentes.

4.3. Prédétermination des communautés écologiques ou

évolution stochastique ?

La question du regroupement en deux groupes « métaboliques» seulement est intéressante. Les
similarités physico-chimiques décrites dans les résultats ne permettent pas de retracer en détail les
chemins métaboliques empruntés dans les deux cas mais les données écologiques donnent des indices

pour imaginer les raisons de ce comportement singulier.

4.3.1. Quelles étapes conditionnent I’évolution des processus ?

Dans les paires d’incubation IM,, , et My, seuls les microorganismes des groupes fonctionnels de la fin

But>
de la digestion anaérobie sont activés, contrairement au cas des paires IM,, et IM,, ou des groupes
intervenant plus en amont sont présents. Les populations obtenues en fin de modelage sont donc
différentes pour ces paires d’incubations, plus d’éléments de la chalne réactionnelle de dégradation de la
cellulose étant présents pour IM;,, et M. Malgré tout, apres ajout de cellulose, on n’observe pas plus
de latence pour les incubations des groupes de IM,,, et IMy,, que pour celles de IM,, ou IM,. Le
facteur limitant dans la chaine réactionnelle menant de la cellulose a la production de biogaz provient
sans doute d’autres microorganismes, absents dans toutes les biomasses modelées en phase 1, et
intervenant encore plus tot encore dans la dégradation de la cellulose. Il s’agit probablement de
microorganismes responsables de son hydrolyse. Leur développement est responsable de la latence
observée pour la production de gaz. Pendant I’hydrolyse de la cellulose, les microorganismes de
I'acidogenese se développent, notamment pour IM, et IMy,. Leur développement ainsi que le
développement des microorganismes hydrolysant la cellulose est sans doute conditionné par la nature
des microorganismes présents pour réaliser la suite de la dégradation et fortement développés au cours
de la période de préadaptation. Leur présence créé une aspiration des voies précédentes. En effet, la
présence de microorganismes capables de réaliser une syntrophie ou encore d’éliminer facilement des
intermédiaires permet d’éviter les goulots d’étranglement et facilite le développement de la population
microbienne associée a la production I'intermédiaire en question, qui ne s’accumule pas. Ceci entraine
I'ensemble de la dégradation vers des voies métaboliques particulieres, en fonction du développement

observé en phase 1.
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4.3.2. Déterminisme ou stochastisme ?

On peut se poser la question du devenir de la biomasse modelée suite a I'ajout de cellulose. Les
données de séquengage montrent que des changements profonds ont eu lieu entre la biomasse en fin de
phase 1 et celle observée au cours de la phase 2, en particulier pour le groupe A. La totalité des groupes
microbiens n’avait pas été activée au cours de la premicre phase. Le développement des
microorganismes responsables de ’ensemble des étapes de la dégradation de la cellulose pouvait se faire
de manicre prédéterminée, ou stochastique. Pour les réplicats IM,,, et IM,, on peut penser que le
modelage de la phase 1 avec un substrat tres simple impose le développement de communautés assez
spécifiques, qui déterminent ’évolution future au moment de I'ajout de la cellulose. Dans le cas de
IMg,, et IMcg, le fait que les réplicats n’évoluent pas de la méme fagcon des la préadaptation semble
plutot indiquer un comportement stochastique au moment de la préadaptation, le substrat utilisé, plus
complexe, offrant plus de possibilités. Dés ce moment, les biomasses ont évolué différemment, vers
une voie ou une autre. De maniéere stochastique, les microorganismes responsables de la fin de la
dégradation se sont développés de fagon similaire a IM,,, ou IMy, en phase 1. Ceci a conditionné les
populations et prédétermine la suite de la dégradation de la cellulose. Les derni¢res étapes de la
digestion anaérobie semblent donc déterminantes et aiguillent toute la dégradation. Dans le méme sens,
on note que la diversité du groupe A est tres modifiée au cours de la dégradation de la cellulose par
rapport a la préadaptation. Une grande partie des groupes fonctionnels nécessaires pour dégrader la
cellulose n’était pas présente, malgré tout, le développement de quelques groupes fonctionnels en
particulier lors de la phase 1 a suffit a orienter des changements écologiques importants mais similaires
pour 4 incubations. Ces changements ne sont d’ailleurs pas un obstacle a une meilleure cinétique et

performance de dégradation puisque le groupe A est légerement plus performant que le groupe B.

4.3.3. Pourquoi n’y a-t-il que deux schémas de dégradation de la

cellulose ?

Un résultat majeur de ce travail est que les incubations évoluent selon deux voies différentes
seulement. Les différents indicateurs microbiologiques et physico-chimiques utilisés montrent des
similarités importantes au sein des groupes A et B. En particulier, les profils ARISA de diversité
fonctionnelle sont semblables au cours du temps au sein des groupes. C’est étonnant, notamment pour
les incubations IMg,, et M, pour lesquelles la préadaptation avec le glucose ou le cellobiose aurait pu
amener a des états de diversité plus nombreux et différents de ceux de la préadaptation avec les AGV,

moins complexes.

Au-dela du substrat utilisé pour réaliser la préadaptation, d’autres facteurs sont donc certainement tres
importants et conditionnent I'évolution des communautés microbiennes, comme par exemple les
parametres physico-chimiques ou la composition de I'inoculum de départ. La contrainte imposée par
ces facteurs permet le forcage selon deux schémas différents, mais semble limiter les autres possibilités
d’évolution. A partir d’un inoculum provenant d’un digesteur industriel de déchets ménagers recevant
donc des substrats trés variés, le champ des configurations possibles semble limité pour un substrat

pourtant relativement complexe, la cellulose. En plus de la préadaptation, la conjugaison de différents
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facteurs, conditions expérimentales ou répartition des microorganismes dans l'inoculum original,
conditionne I’évolution de la biomasse. Il faut identifier précisément la nature de ces parametres et
pondérer leur importance par rapport a une fonctionnalisation de la biomasse avec une molécule
donnée. Certains substrats, comme l'acide propionique ou 'acide butyrique, mis en jeu dans les étapes
ultimes de la digestion anaérobie, semblent en effet imposer des contraintes plus fortes pour la

réalisation du forgcage métabolique.

5. Bilan: la préadaptation comme levier environnemental

pour modifier les communautés de microorganismes

En terme opérationnel, la préadaptation pourrait étre intéressante pour ne sélectionner que quelques
microorganismes dans une population complexe afin de réaliser la dégradation de la matiére organique
selon un schéma particulier, favorable pour Popérateur d’un point de vue cinétique, de rendement ou
encore produisant des intermédiaires d’intérét. Limiter « les possibilités » métaboliques de dégradation
de la matiere pourrait de plus permettre d’éviter les comportements inattendus, si toutefois la sélection
d’une biomasse spécialisée et de diversité restreinte n’entraine pas d’instabilité du digesteur. En fonction
des substrats utilisés, différentes possibilités sont séduisantes. Une biomasse préadaptée avec de I'acide
propionique par exemple sera sans doute intéressante pour éviter les accumulations d’acide propionique
dans les bioréacteurs, qui sont souvent la cause de dysfonctionnement ou d’instabilité des installations

industrielles.

Toutefois, des travaux supplémentaires sont nécessaires pour mesurer la part de déterminisme apportée
par la fonctionnalisation par rapport a celle imposée par la composition de I'inoculum de départ et les
conditions environnementales. Les résultats obtenus semblent indiquer qu'un modelage spécifique des
populations pour orienter spécifiquement la dégradation de la cellulose serait envisageable. Il faut
documenter plus précisément les évolutions des populations suite a la préadaptation, et comparer Ueffet
d’une méme préadaptation sur des inocula différents ou dans des conditions différentes, afin d’évaluer
la répétabilité de la préadaptation d’une situation a l'autre. Par ailleurs un inventaire plus précis des
métabolites produits ou cours de la dégradation peut étre intéressant pour mieux mettre en valeur les

bénéfices possibles de ces préadaptations.

Enfin, i faut également mieux documenter la nature des substrats utilisables pour réaliser la
préadaptation. Les évolutions stochastiques comme celles observées avec le glucose ou le cellobiose
sont peu souhaitables d’'un point de vue opérationnel car peuvent générer des comportements
inattendus ou non souhaités. Des substrats amenant a des situations déterminées sont sans doute
préférables. Il faut par ailleurs que leur effet soit assez fort pour que les modifications induites soient
résistantes et permettent une digestion stable. Cette méthode semble offrir des possibilités simples
intéressantes de modelage des populations et des comportements métaboliques. Il faut néanmoins
préciser les connaissances acquises afin de limiter la part d’incertain associé a cette démarche, et
consolider les briques supplémentaires apportées a l'ingénierie écologique des bioprocédés par la

préadaptation avec un substrat simple.
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Effet de la co-inoculation de biomasses exogénes

1. Introduction

La cellulose n’est pas facilement hydrolysée dans les bioprocédés, ce qui limite la cinétique de la
digestion anaérobie (327) et Pefficacité des bioprocédés anaérobies. Afin de modifier la dégradation de
la cellulose et la production de méthane, une voie intéressante pourrait étre de bouleverser les équilibres
des communautés de microorganismes des bioprocédés par apport d’une biomasse exogene, ou
bioaugmentation. Méme si la bioaugmentation est définie au sens large comme Iapport de
microorganismes spécifiques dans un systeme dans le but de favoriser un processus du procédé en
général (328-330), la plupart des travaux concernant la bioaugmentation en conditions anaérobies
trouvés dans la littérature l'utilisent dans des objectifs plus limités : par exemple améliorer le démarrage
de nouveaux digesteurs (337-332), réduire les odeurs (238, 333), améliorer la dégradation d’une
molécule (236-237) ou faciliter le retour a la normale apres des perturbations dans le fonctionnement
(234, 334). Plus généralement, I'apport d’'une biomasse exogene pourrait étre envisagé comme une
perturbation du systeme permettant de conduire a un nouvel équilibre du bioprocédé, pouvant se
caractériser par des performances différentes. Au cours de ma these, jai étudié les conséquences de
Iapport de deux types tres différents de biomasses exogenes sur le fonctionnement de bioréacteurs
anaérobies dégradant de la cellulose ou du foin : du contenu ruminal de vache et une boue issue d’un

bassin d’aérateur de station d’épuration.

La premicre série d’expérience faisait appel a une biomasse naturelle particulierement spécialisée et
performante dans son milieu en conditions anaérobies. En effet, des systemes digestifs animaux tels que
ceux présents dans les ruminants ou dans les termites ont, forts de millions d’années d’évolution, une
capacité a dégrader tres efficacement la cellulose malgré des temps de séjour beaucoup plus faibles que
dans les bioprocédés (225). Plusieurs études mettant en jeu des microorganismes du rumen dans des
digesteurs anaérobies ont été réalisées dans ce sens (335-337). La conception de procédés mimant les
systemes digestifs animaux constitue une autre piste de travail prometteuse (222-223). Toutefois, des
observations macroscopiques suggerent que ces flores ruminales pourraient avoir du mal a s'implanter
dans les procédés industriels anaérobies (338). Dans cette premicre série d’expériences, je me suis
intéressé au potentiel d’expression des propriétés de flores cellulolytiques ruminales dans un digesteur

anaérobie et aux perturbations induites sur I’équilibre du digesteur par la bioaugmentation.

Une seconde série d’expériences avait pour objectif de voir I'effet de I'apport d’une boue de bassin
d’aération de station d’épuration dans un digesteur anaérobie. Cette biomasse industrielle est @ priori
non adaptée et non fonctionnelle dans les conditions environnementales recréées dans un digesteur
anaérobie, puisqu’étant issue d’un réacteur alimenté en permanence par des eaux usées et de 'oxygene.
Toutefois, méme si la plus grande partie de cette biomasse ne pourrait vraisemblablement pas
s'implanter dans un digesteur anaérobie, elle pourrait, comme le contenu ruminal, entrainer une
modification des équilibres microbiens et de la répartition des niches écologiques au sein de la biomasse

du bioprocédé.
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Le contenu ruminal a été sélectionné parmi les biomasses naturelles car il était facilement disponible et
présentait des caractéristiques microbiennes idéales pour favoriser la dégradation de la cellulose. La
boue de bassin d’aération de station d’épuration était un inoculum industriel a la fois non adapté a priori
aux conditions expérimentales des bioréacteurs (anaérobies) mais contenant toutefois une diversité tres

importante de microorganismes.

Pour réaliser les deux séries d’expériences, les deux biomasses exogenes étudiées ont été co-inoculées
(18% de biomasse exogene) dans différents bioréacteurs avec un inoculum anaérobie de référence,
provenant d’un digesteur industriel d’ordures ménageres. Certains bioréacteurs ont été alimentés avec
de la cellulose (marquée "C, 2 bioréacteurs par expérience, ou non marquée, 1 bioréacteur par
expérience) ou du foin (2 bioréacteurs par expérience). Le foin a été choisi afin de tenter de maximiser
limplantation de l'inoculum ruminal. Des témoins sans substrat ont également été réalisés (2
bioréacteurs par expérience). Au total, sept incubations ont été préparées pour chaque expérience, selon

le schéma expérimental suivant (Figure 33).

IMRumenIBoue—CeII 1/2/3 IIVIRumenIBoue— Foin 1/2 IIVIRumenlBoue—(Z’ 1/2
Figure 100 : Microcosmes réalisés pour les expériences de co-inoculation.

Les différents microcosmes sont appelés respectivement IMg .o /sove.cen/roin/o S€lON que la biomasse
exogene est le contenu ruminal ou la boue de bassin d’aération, et que le substrat utilisé est de la
cellulose (triplicat), du foin (duplicat) ou qu’il n’y a pas de substrat (duplicat). Seuls les résultats obtenus
pour les microcosmes dégradant la cellulose (plus riches que les résultats obtenus pour les microcosmes
dégradant le foin, en raison de Iutilisation de substrat marqué ’C) seront présentés en détail dans ce

chapitre. Les résultats obtenus pour les deux types de co-inoculation seront décrits en parallele.

2. Données physico-chimiques
2.1. Productions de gaz

Afin de s’affranchir de la contribution comme substrat de la co-inoculation a la production de biogaz
(par apport de carbone organique métabolisable, ou dégradation d’une partie de la biomasse par
exemple), les productions de gaz des témoins sans substrat ont été soustraites aux valeurs obtenues
pour les microcosmes dégradant la cellulose afin de n’obtenir que la contribution de la cellulose a la
production de biogaz. Les productions obtenues, exprimées en mg de carbone de gaz produit, ont été
normalisées par la quantité de carbone introduite sous forme de cellulose (mg). Les valeurs présentées

correspondent aux valeurs moyennes pour les 3 bioréacteurs co-inoculés avec la biomasse exogene et
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avec apport de cellulose. Dans chaque cas, les 3 bioréacteurs avaient des comportements voisins et les

réplicats sont trés semblables.
2.1.1.Co-inoculation avec le contenu ruminal
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Figure 101 : Taux de conversion de la cellulose en biogaz, expérience IMgymen.
Les barres d’erreur correspondent aux écarts-type (n=3).

Les réplicats présentent des comportements similaires. Le démarrage de la production de gaz est rapide,
et entre 8 et 24 jours, a la fois du méthane et du dioxyde de carbone sont produits. Par la suite, seul du
méthane est produit. La production semble terminée apres 70 jours. Au total, environ 60% du biogaz

produit est composé de méthane.

2.1.2. Co-inoculation avec la boue de bassin d’aération
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Figure 102 : Taux de conversion de la cellulose en biogaz, expérience IMgqe.
Les barres d’erreur correspondent aux écarts-types (n=3).

Les réplicats présentent des comportements similaires. Le démarrage de la production est immédiat.

Dans un premier temps (jour 0 a jour 20), seul du dioxyde de carbone est produit. Dans un second
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temps (jour 20 a jour 70), seul du méthane est produit. L.a production semble ensuite terminée. Environ

52% du biogaz produit est constitué de méthane.

2.1.3. Bilan

On peut retenir que pour les deux expériences, le démarrage de la production de biogaz est rapide.
Dans les deux cas cette production se fait en deux temps. La premicre partie de la production est
Dans un

composée d’un mélange de CO, et CH, pour IM et de CO, uniquement pour IM

Rumen> Boue*

second temps seul du méthane est produit, ce qui suggere une méthanogenése hydrogénotrophe. Dans
les deux cas, la production semble achevée apres 70 jours, on peut toutefois noter des cinétiques
différentes. La cinétique est rapide au début pour IMy, .., puis ralentit, alors qu’elle semble constante

pour IM

Boue*

Enfin, le ratio de méthane ainsi que la quantité de cellulose convertie en biogaz sont plus

importants pour IM que IM

Rumen Boue*

A titre de comparaison, jobtiens pour des bioréacteurs identiques mais non co-inoculés avec une
biomasse exogene, 60 a 70% de conversion de la cellulose en biogaz contenant environ 65% de

méthane.

Les évolutions de la concentration de N,, O,, N,O, NH;, H,S et H, dans le ciel gazeux des
microcosmes ont également été suivies au cours du temps. Dans les différents microcosmes de cette

série d’expérience, la quantité de ces gaz est quasi constante (évolution de moins de 1%).

2.2, Analyses physicochimiques de la phase liquide
2.2.1. Carbone organique et inorganique dissous

2.2.1.1. Co-inoculation avec le contenu ruminal
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Figure 103 : Concentration en carbone organique et inorganique dissous, expérience I|Mgymen.
Les barres d’erreur représentent les écarts-types (n=3).

Conformément a ce qui est attendu, la valeur des COD augmente au début de la dégradation, puis
diminue fortement assez rapidement, ce qui correspond a la production des intermédiaires de
dégradation de la cellulose puis a leur dégradation sous forme de biogaz. On constate également au jour

0 un apport important de COD avec le contenu ruminal (environ 500 mg/L) (Figure 103).
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2.2.1.2. Co-tnoculation avec la boue de bassin d’aération
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Figure 104 : Concentration en carbone organique et inorganique dissous, expérience 1M pge.
Les barres d’erreur représentent les écarts-types (n=3).

La encore, on retrouve une augmentation puis une diminution des valeurs de carbone organique
dissous (Figure 104). Cependant elles évoluent moins rapidement que dans le cas de la co-inoculation
avec le contenu ruminal, la dégradation est moins rapide, ce que confirment les données sur le biogaz.
Enfin, notons que la co-inoculation avec la boue de bassin d’aération apporte du COD, mais en faible

quantité par rapport a IMy,... (environ 200 mg/L). Le niveau des CID est plus important que pour
M

Rumen*

2.2.2, Acides gras volatils

Les principaux AGV détectés au cours de ces expériences sont I'acide acétique et 'acide propionique.

Dans le cas de IMy,,..., une quantité importante ’AGV a été apportée avec le contenu ruminal.

2.2.2.1. Co-tnoculation avec le contenu ruminal
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Figure 105 : Concentration en AGV, expérience IMgymen.
Les barres d’erreur représentent les écarts-types (n=3).
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Une quantité importante ’AGV est présente au départ (300 mg/1 d’acide acétique et 100 mg/1 d’acide
propionique), apportée avec le contenu ruminal. I.a concentration d’acide acétique augmente des le
début de I'incubation, puis stagne avant de diminuer. On peut supposer qu’entre les jours 0 et 15, de
l'acide acétique est produit, et qu’il s’accumule plus ou moins en fonction de sa dégradation. Il est
entiérement consommé en 25 jours environ. L’acide propionique s’accumule entre les jours 0 et 20, et
n’est dégradé que lorsque tout l'acide acétique a été consommé. Il est entiecrement consommé apres 55
jours environ. Son épuisement correspond a l'arrét de la production de biogaz. I.’acide propionique
saccumule a un niveau important, supérieur a celui de I'acide acétique. Cependant, il est difficile
d’estimer la quantité totale d’acide acétique produit, celui-ci étant consommé en méme temps qu’il est

produit.

Note : dans les expériences avec le foin en substrat, des cinétiques équivalentes sont observées, mis a part que

Laccummulation d’acide acétique est plus importante et celle d’acide propionique beancoup moins importante.

2.2.2.2. Co-tnoculation avec la boue de bassin d’aération

450
Y

400

350 / \

300 I/ 5\

\ —8—Concentration en acide acétique

250 ﬁ I
200 / T /H*\ —-Concentration en acide propionique
/ 1

mgde C/L

w] AN
0 ‘ : ; ; YA‘- —32

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Nombredejours

Figure 106 : Concentration en AGV, expérience 1Mgge.
Les barres d’erreur représentent les écarts-types (n=3).

Dans cette expérience, le niveau d’AGV est nul en début d’incubation. L’acide acétique et 'acide
propionique se forment a la méme vitesse jusquau jour 10, puis lacide acétique est formé
préférentiellement, jusqu’au jour 24 environ. A partir de cette date, sa concentration diminue et tout
I'acide acétique est consommé au jour 50. I’acide propionique s’accumule jusqu’au jour 40 et n’est
consommé que lorsque tout 'acide acétique a été consommé. Au jour 65, tous les AGV ont été

consommés, en accord avec la fin de la production de biogaz.

2.2.2.3. Bilan

Les profils d’accumulation et de dégradation des AGV sont différents dans les deux expériences. Dans
les deux cas cependant, les AGV majoritairement retrouvés sont I'acide acétique et I’acide propionique.
L’acide acétique est dégradé préférentiellement, et I'acide propionique n’est dégradé que lorsque tout

l'acide acétique a été consommé. L’acide acétique s’accumule a un niveau équivalent dans les deux
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expériences (400 mg de C/L), cependant une partie de P'acide acétique provient du contenu ruminal
pour IMy,. ... Le niveau d’acide propionique est en revanche différent dans les deux expériences (225
mg de C/L pour IMy, . et 375 mg de C/L pour IM

vitesse de production est dans les deux cas importante au début, mais ralentit plus rapidement pour

- Les cinétiques sont également différentes. La

Boue Rume

IM,,.. que pour IM pour qui elle reste supérieure a la production d’acide acétique. De plus, la
(50 jours/25

jours). La durée de dégradation de I’acide propionique est par contre équivalente (environ 20 jours).

Rumen

formation-dégradation de l'acide acétique est plus longue pour IMy, . que pour IM

Boue Rumen

2.3. Analyses isotopiques

Les analyses isotopiques ont été réalisées sur deux réplicats d’incubation (les deux bioréacteurs
contenant de la cellulose °C) et les valeurs présentées sont les moyennes des résultats obtenus. Notons
que les valeurs mesurées correspondent a l'enrichissement du gaz ou des AGV accumulés dans le
systeme, et ne sont pas une valeur de la production instantanée. Elles donnent tout de méme une

indication qualitative sur les phénomenes en jeu.

2.3.1. Gaz

Seuls quelques points au cours de la dégradation ont pu étre analysés. Les valeurs obtenues pour les

deux bioréacteurs réplicats sont identiques (Tableau 13).

Tableau 13 : Enrichissement isotopique des gaz pour ’expérience de co-inoculation.

L Nombre | Enrichissement Ennc'hlssement
Expérience . ) du dioxyde de
de jours du méthane
carbone
7 9% 9%
11 24% 12%
IMRumen
14 32% 16%
31 34% 18%
14 13% 11%
IMBoue
31 42% 19%

Les pourcentages mesurés sont inférieurs a 50%. Ceci est en accord avec les valeurs d’enrichissement
mesurées pour les AGV (voir plus loin). Une grande partie du carbone ne provient pas de la cellulose,
mais a été apportée lors de la co-inoculation, sous forme de carbone organique dissous ou solide
contenu avec la biomasse dans I'inoculum, ou encore par la biomasse elle-méme qui aura été dégradée.

L’enrichissement plus faible au jour 14 et plus élevé au jour 31 pour IMy .. que pour IMg, .. suggere

que dans I'expérience IMy,., le carbone ne provenant pas de la cellulose commencerait a se dégrader en

Boue>

premier, et que la cellulose se dégraderait dans un second temps seulement, alors qu’ils se dégraderaient

Rumen

en parallele dans IM pour qui les valeurs d’enrichissement des gaz sont importantes dans le début
de la dégradation. Dans des expériences voisines sans co-inoculation, 'enrichissement du méthane

atteint 50-55% apres 30 jours mais est seulement de 18% apres 15 jours. Clest la tendance observée
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pour IM mais pas pour IM ou le méthane est enrichi plus vite en °C, peut-étre suite 2 une

Boue> Rumen

dégradation plus précoce de la cellulose et de ses sous-produits ?

2.3.2. Acides gras volatils

Les analyses isotopiques révelent la présence d’acide acétique, de T'acide propionique et d’acide
butyrique marqués dans le systeme. L’acide butyrique est malgré tout présent en quantités bien
moindres et les valeurs mesurées sont a la limite de détection de I'appareil. Nous ne présenterons donc

ici que les données d'acide acétique et d’acide propionique.

2.3.2.1. Co-inoculation avec le contenu ruminal

La composition isotopique des AGV (Figure 107) augmente de maniére significative entre les jours 0 et
11. Ceci correspond a la dégradation de la cellulose en AGV. La composition isotopique de I'acide
propionique est ensuite stable jusqu’au jour 31. Cette observation est en accord avec la non-évolution
de la concentration d’acide propionique dans le milieu a ce moment, et suggere qu’il n’y a ni production
ni consommation d’acide propionique entre les jours 20 et 31. Au contraire, I'acide acétique est
consommé de manicre préférentielle depuis le début de I'incubation. Aprés 16 jours, sa composition
isotopique diminue. La dégradation de la cellulose en AGV est probablement terminée, et I'acide
acétique nouvellement formé ne vient pas de la cellulose marquée mais d’une autre source de substrat
non marqué et dilue Pacide acétique marqué. De la méme fagon, apres le jour 31, la composition
isotopique de l'acide propionique diminue et atteint 0 lorsque tout 'acide propionique issu de la

dégradation de la cellulose a été consommé.
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Figure 107 : Enrichissement isotopique des AGV, Figure 108 : Evolution de la concentration en AGV
expérience IMgymen. enrichis et non enrichis, expérience IMgymen-
Les barres d’erreur représentent les écarts-type (n=2).

La Figure 108 illustre ces observations. Elle représente 'accumulation des AGV au cours du temps en
faisant la distinction entre les AGV marqués “C et non marqués, afin de mieux identifier la
contribution de la cellulose a la production I’AGV, une forte quantité de substrats exogenes étant

présente dans cette expérience.

On observe que le pic d’accumulation d’acide acétique provenant de la cellulose est au jour 10 environ,

le maximum d’accumulation d’acide propionique marqué est atteint peu apres. Une faible production
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d’acide acétique non enrichi vers 20 et 45 jours correspond peut-étre a la dégradation d’une partie de la

biomasse.

2.3.2.2. Co-inoculation avec la boue de bassin d’aération

De la méme fagon, la composition isotopique des AGV (Figure 109) augmente de manicre significative
tout au début de la dégradation (avant le jour 15). L’enrichissement de I’acide propionique est constant
tant qu’il est présent en quantité importante, ce qui suggere qu’il est produit a partir d'une méme source
d’enrichissement constant ou a partir de plusieurs sources de carbone mais a la méme vitesse.
L’enrichissement de I'acide acétique passe au contraire par une valeur intermédiaire vers le jour 8. La
décroissance des valeurs d’enrichissement s’explique de la méme facon que dans Pexpérience de co-

inoculation avec le contenu ruminal.
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Figure 109 : Enrichissement isotopique des AGV, Figure 110 : Evolution de la concentration en AGV
expérience IMpoge. enrichis et non enrichis, expérience 1Mgge.
Les barres d’erreur représentent les écarts-type (n=2).

La Figure 110 illustre ces observations. Elle représente I'accumulation des AGV au cours du temps en
faisant la distinction entre les AGV marqués “C et non marqués, afin de mieux identifier la

contribution de la cellulose.

Les acides propioniques marqués ou non marqués sont produits au méme rythme, au contraire, on
observe que les productions d’acide acétique marqué et non marqué sont plus distinctes. Le pic
d’accumulation d’acide acétique provenant de la cellulose est atteint a environ 23 jours, alors que le pic
d’acide acétique non enrichi est atteint vers 40 jours. La dégradation d’une quantité importante de
mati¢re organique non enrichie, peut-étre la boue, démarre plus tot mais se réalise plus lentement que

celle de la cellulose.

2.3.2.3. Bilan

Les valeurs de I'enrichissement isotopique semblent indiquer que la dégradation est moins rapide pour
IM
On peut par ailleurs noter que les valeurs d’enrichissement des AGV sont plus importantes pour IM

Boue
que IM

acétique enrichi a 75% et acide propionique a 65%). L apport de carbone exogene ('’C) avec la boue de

que pour IM Dans les deux cas, I'acide propionique est consommé apres 'acide acétique.

Boue Rumen*

méme si elles n’atteignent pas celles d’expériences similaires, sans co-inoculation (acide

Rumen>
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bassin d’aération (hors biomasse) est moins important que pour le contenu ruminal. Par ailleurs, on
peut penser qu'une partie de la biomasse des inocula exogenes, a priori non adaptée aux conditions
environnementales du bioréacteur, se dégrade dans cette expérience et explique que I'enrichissement
des AGV ne soit pas équivalent a celui d’expériences sans bioaugmentation. Les graphiques présentant
I’évolution des concentrations des AGV marqués et non marqués permettent d’estimer a quel moment

se réalise cette dégradation.

2.4.Influence des prélevements liquides

Pour les deux expériences, la répartition du carbone au cours du temps a été estimée en tenant compte
des prélevements liquides et de la production de biogaz. Les graphiques suivants (Figure 111 et Figure
112) présentent la répartition du carbone dans la phase liquide, ainsi que la quantité et la forme du
carbone prélevé avec les échantillons liquides. La quantité de substrats non dissous au début de chaque
incubation est calculée comme la somme de la quantité de cellulose introduite, et de la quantité de
carbone potentiellement dégradable apportée par la biomasse exogene (estimée a partir de la mesure de
la mati¢re volatile et de I'analyse élémentaire des biomasses). La quantité de carbone apportée avec
I'inoculum issu du digestat mésophile a été négligée, car celui-ci est stabilisé et on le considere adapté

aux conditions environnementales imposées dans le bioréacteur.

2.4.1. Co-inoculation avec le contenu ruminal

Au départ, 105,4 mg de carbone non soluble sont introduits sous forme de cellulose, ainsi qu’environ

62 mg de carbone non soluble (157 mg de maticre volatile) avec le contenu ruminal.
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Figure 111 : Répartition du carbone au cours du temps, expérience IMgymen.

Au total, environ la moitié du carbone présent initialement a été exportée sous forme de prélévements
liquides. En particulier, une quantité importante de substrat non dissous (70 mg) et AGV (25 mg)
n’ont pas pu étre dégradés car 6tés du bioréacteur. On peut noter qu’une partie des COD (hors AGV) a

été dégradée (sans doute apportée par le contenu ruminal, environ 30 mg). Enfin, quasiment la totalité
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des substrats non solubles a été dégradée (ou prélevée) a la fin de I'incubation (il reste environ 15 mg de

carbone).

2.4.2. Co-inoculation avec la boue de bassin d’aération

Au départ, 105,4 mg de carbone non soluble sont introduits sous forme de cellulose, ainsi qu’environ

45 mg de carbone non soluble (110 mg de matiere volatile) avec la boue de bassin d’aération.
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Figure 112 : Répartition du carbone au cours du temps, expérience IMgoge.

Au total, plus de la moitié du carbone présent initialement a été exportée sous forme de prélevements
liquides. En particulier, une quantité importante de substrat non dissous (75 mg) et AGV (21 mg)
n’ont pas pu étre dégradés car 6tés du bioréacteur. En fin d’incubation, environ 28 mg de substrats non
solubles sont encore présents dans le bioréacteur. On peut noter qu'une petite quantité de CID a été

consommée (environ 15mg).
2.4.3. Bilan

Ces graphiques font apparaitre 'influence non négligeable des prélévements liquides sur les flux de
carbone. Une grande partie des substrats ou des intermédiaires de dégradation sont prélevés avant de
pouvoir étre convertis en biogaz. Ceci explique en partie les rendements apparents de conversion de la
cellulose en biogaz inférieurs a ceux attendus. On estime en effet que la quantité de carbone assimilée
par les microorganismes est d’environ 5% de celle contenue dans la cellulose initiale (§) ce qui n'était
pas ici suffisant pour expliquer le défaut de production de gaz. On peut de plus noter que le maximum
de concentration des AGV ainsi que la production de gaz sont plus tardifs dans expérience IMy, .. que
dans IM

a été otée avec les prélevements liquides pour IM

Par conséquent, une partie plus importante d’intermédiaires ou de cellulose non dégradée

Rumen*

Boue>

ce qui peut expliquer en partie la production de

biogaz plus faible observée.

187



Effet de la co-inoculation de biomasses exogénes

3. Analyses microbiologiques

3.1. Détermination des populations fonctionnelles

Pour les deux expériences IMg,,..., et IMy_ ., les ADN de 'ensemble des échantillons prélevés au cours

du temps dans l'une des incubations réalisée avec de la cellulose marquée ont été extraits et
ultracentrifugés dans un gradient de CsCl. Apres ultracentrifugation, I’évolution au cours du temps des

profils concentration d’ADN/densité de PADN obtenus a été observée.
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Figure 113 : Profils de densité de ’ADN issu de

Figure 114 : Profils de densité de I’ADN issu de IMp,,
IMRumen @apres ultracentrifugation.

apres ultracentrifugation.
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Les ADN des échantillons controles des incubations avec substrat non enrichi présentent une
distribution de densité allant de 1,68 a 1,71 g/ml (Figure 86 A et Figure 87 A). Les ADN des
incubations avec substrat enrichi montrent, par comparaison avec les témoins non enrichis, un pic de
densité plus élevée. Au cours du protocole d’ultracentrifugation, ce pic a été recueilli en trois fractions
différentes, appelées L-DNA, M-DNA, H-DNA, pour respectivement la fraction légere (Light-DNA),
une fraction intermédiaire (Medium-DNA) et la fraction lourde (Heavy-DNA). Elles correspondent a
une densité moyenne respective de 1,69 — 1,71 — 1,73 g/ml. La Figure 86 B-C-D-E présente les profils

obtenus aux jours 2, 7, 16 et 44 pour IM On observe une augmentation de la proportion de la

Rumen*
fraction lourde du jour 2 au jour 44. Ce résultat suggere une assimilation progressive du carbone
marqué par la biomasse microbienne. La Figure 87 B-C-D-E présente quant a elle les profils obtenus
aux jours 2, 14, 23 et 42 pour IM

profils.

Les mémes conclusions peuvent étre tirées de I'observation des

Boue*

3.2.0bservation des profils ARISA de la diversité totale et de la

diversité fonctionnelle

Des profils ARISA des communautés archées et bactéries ont été réalisés régulicrement au cours de la
dégradation (environ 12 points au cours de I'incubation), ainsi que sur les fractions lourdes, légeres et

intermédiaires de PADN apres ultracentrifugation de PADN.
3.2.1. Co-inoculation avec du contenu ruminal
3.2.1.1. Diversité totale

La principale évolution observée au cours du temps sur les profils archées est I'augmentation de

I'intensité d’une bande a 390 pb (Figure 115). Les profils archées sont assez stables au cours du temps.
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Figure 115 : Evolution des profils ARISA des archées, expérience |Mgymen.

De méme, les profils de diversité observés pour les bactéries (
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Figure 116) sont relativement stables au cours du temps. Quelques changements peuvent cependant
étre observés dans les profils, et reliés aux données physico-chimiques. Au jour 2, une bande (bande A,
280 pb) apparait sur les profils et reste présente jusqu’au jour 14. Elle disparait ensuite, ce qui
correspond a la diminution de la concentration d’acide acétique, et possiblement a la fin de la
production d’acide acétique. Entre les jours 14 et 31, une autre bande apparait (bande B, 240 pb). Ces
dates correspondent a une dégradation importante de I’acide acétique. Enfin, de nouvelles bandes entre
350 et 500 pb apparaissent sur les profils apres le jour 31 et pourraient correspondre a des

microorganismes dégradant I’acide propionique.
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Figure 116 : Evolution des profils ARISA des bactéries, expérience IMgymen.
3.2.1.2. Diversité fonctionnelle

Des informations plus précises peuvent étre obtenues a partir des profils ARISA bactériens des
fractions lourdes et légeres de PADN apres ultracentrifugation. Les figures suivantes (Figure 117)

présentent les profils obtenus aux jours 2, 16 et 44.

o ] o
B (@) = (@] = (@)
- c c® c S - c c® c ] - c c® c ]
pb & cY 55 o¢ = kb pb & 63 o- o& = pb pb o 6% 65 6@ = pb
° 5L §Q¢ 5T 3 he] S e 5O S0 = © 5 S 5O 5.0 =
el S S € Sw © ° 5 ¢ T © ° 5 g T ©
8 Co & pWw £ 5 co ¢ pgw  E S Co gc¢ pgWw £
w w Y o N w w9 N7 [ w9 NIl
2 = = = = P
1500 — - 1500 1999 — 1500 1500 — — 1500
— as0 — —g50 s - ——— —a50
50 - —— e h - 5
e p— -85 o 700 700 — —— — 700
500 - ———— — =00 500 — — 500 500 — — — 500
400 — ———— —4on | MO0 - — | =400 400 — — 400
2 | | ] _Zon . 300-— —300 300 - — ann
i — - Logg 20— ——— —200 200 - — — 200
150 — —— — 150 150 — —— — 150 =0 - — — 150
100 — —qon 100-— —100 100 — — 100
50— - 50 S0 - —50 50 — —50

15 — -5 . 18-

=15 15 —

Figure 117 : Diversité fonctionnelle bactérienne, jour 2, 16 et 44, expérience |Mgymen.
Profils des fractions lourdes, intermédiaires, légéres et de ’incubation témoin avec substrat non marqué.
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Au jour 2, aucune différence n’est observée entre la fraction lourde et légére. Le °C de la cellulose n’est
pas encore assez incorporé dans les microorganismes. Au jour 16, 'intensité des bandes a 240 (bande
B), 300, 330 et 400 pb est plus importante dans la fraction lourde que dans la légere. Au contraire, la
bande a 350 pb est moins intense. Les différences entre les profils ARISA lourds et légers sont plus
importantes car Penrichissement en "’C est plus important. Finalement, au jour 44, les différences sont
encore plus claires. Les bandes a 300, 330 et 470 pb sont retrouvées dans la fraction lourde, alors que

les bandes a 350 et 395 et 410 pb sont retrouvées spécifiquement dans la fraction légere.

Par ailleurs, les profils ARISA réalisés sur les archées apres le SIP confirment que la bande a 390 pb
trouvée dans les profils réalisés avec PADN total correspondent a un microorganisme retrouvé dans la

fraction lourde de PADN (résultats non montrés)
3.2.2. Co-inoculation avec la boue de bassin d’aération
3.2.2.1. Diversité totale

Dans cette expérience également, peu de modifications de profils sont observées pour les archées

(Figure 118). L’intensité d’une bande a 390 pb augmente au cours de I'incubation.
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Figure 118 : Evolution des profils ARISA des archées, expérience IMgge.

Les profils obtenus pour les bactéries montrent plus d’évolution (Figure 119). Le premier changement
important qui est observé est 'augmentation de l'intensité des bandes a 380 et 500 pb entre les jours 2
et 8. Cette période correspond a la dégradation de la cellulose et a la production des AGV. Les
microorganismes de ces bandes sont sans doute responsables de cette dégradation, ce qui est conforté
par le fait que lintensité des bandes diminue entre les jours 14 et 18 lorsque la dégradation de la
cellulose est terminée. Entre les jours 14 et 18, une bande apparait vers 240 pb et se maintient tout au
long de la dégradation de Pl'acide acétique. Le microorganisme correspondant est donc sans doute
impliqué dans cette dégradation. Enfin, entre les jours 23 et 42, on peut observer I'apparition de
différentes bandes a 220 pb et entre 350 et 500 pb. La grande diversité observée a ce moment est sans

doute due a la réalisation concomitante de différents processus métaboliques.
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Figure 119 : Evolution des profils ARISA des bactéries, expérience IMpoye.

3.2.2.2. Diversité fonctionnelle

De la méme fagon que pour la co-inoculation avec du contenu ruminal, la diversité fonctionnelle
bactérienne a été comparée a différents points de temps (jours 2, 18 et 42) apres ultracentrifugation de
I’ADN (Figure 120).
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Figure 120 : Diversité fonctionnelle bactérienne, jour 2, 18 et 42, expérience IMpge.
Profils des fractions lourdes, intermédiaires, légéres et de ’incubation témoin avec substrat non marqué.

Au jour 2, on n’observe pas de différence entre les profils lourds et les profils 1égers, ce qui est logique
car la dégradation de la cellulose n’est pas encore assez amorcée. Au jour 18, des différences peuvent
étre remarquées. Deux bandes visibles a 390 et 510 pb sont retrouvées dans la fraction légere, elles
correspondent a des microorganismes non impliqués dans la dégradation de la cellulose. Au contraire,
une bande a 240 pb est retrouvée principalement dans la fraction lourde et correspond donc a un
microorganisme potentiellement impliqué dans la dégradation de la cellulose ou d’un de ses sous-

produits, probablement I'acide acétique (¢f paragraphe précédent). Enfin au jour 42, on observe de
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nouveau des bandes spécifiques de la fraction légere (250, 390 et 410 pb), et d’autres spécifiques de la
fraction lourde (entre 300 et 380 pb, ou encore 480 pb), déja remarquées dans I’étude des profils de

diversité totale.

Les mémes observations pour les archées (données non montrées) permettent de conclure que la bande
a 390 pb est bien retrouvée dans les profils lourds et correspond donc a un microorganisme

potentiellement impliqué dans la chaine de dégradation de la cellulose.

3.2.3. Comparaison entre les différentes expériences

I’étude paralléle des données de fingerprinting et des données physico-chimiques (gaz et AGV) permet
d’envisager diverses hypotheses et de dégager de grandes tendances quant aux acteurs possibles des
différentes voies métaboliques mises en jeu. L’utilisation des marqueurs isotopiques permet de pousser
encore plus loin ces hypotheses et de les préciser. Cependant, il est difficile de faire directement le lien
entre les évolutions des fingerprints et Iidentité des microorganismes mis en jeu. Des expériences de
clonage et séquencage des différentes bandes ARISA d’intérét seraient nécessaires pour identifier
précisément les microorganismes susceptibles d’intervenir dans les réactions métaboliques identifiées.
Malgré tout, ces observations permettent de consolider les hypothéses soulevées quant au déroulement
de la dégradation de la cellulose et des autres substrats carbonés dans le bioréacteur, et dessinent un lien
entre évolution de la diversité microbienne et avancement de la dégradation. Enfin, on peut noter que
les profils ARISA archées obtenus pour les deux types de co-inoculation sont tres similaires, il faudra

confronter ce résultat aux données de séquencage obtenues.

3.3. Interprétation statistique des données ARISA

Les observations que nous venons de réaliser sur les profils ARISA sont uniquement qualitatives et pas
enticrement satisfaisantes, l'appréciation des similarités et dissimilarités étant seulement visuelle. La
difficulté est d’autant plus importante que le grand nombre de profils réalisés ne permet pas de
comparer et d’ordonner tous les profils les uns par rapport aux autres. Pour obtenir des conclusions
plus précises, j’al fait appel au logiciel StatFingerprints (276) pour mieux comprendre et analyser les
données obtenues et tracé des ACP a partir des profils de diversité totale des incubations IM
M

Rumen>

et de témoins non co-inoculés.

Boue

3.3.1. Archées

Sur le diagramme obtenu pour les archées (Figure 121), on remarque que les points de chaque
expérience forment des groupes assez compacts. Les profils correspondant aux situations sans co-
inoculation forment un groupe isolé. Les groupes des deux expériences avec co-inoculation présentent
une zone de recouvrement. Les points de cette zone de recouvrement ne semblent pas présenter de
caractéristique particuliere. On peut conclure de ce diagramme que la co-inoculation a modifié les
profils de diversité des archées de manicre visiblement assez équivalente pour les deux biomasses

exogenes.
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Figure 121 : ACP des profils ARISA archées des expériences IMgymen, IMgoue €t des témoins non co-inoculés.
L’axe 1 représente 68% de la diversité, ’axe 2 18%.

3.3.2. Bactéries

La méme représentation avec les bactéries donne des résultats un peu différents.
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Figure 122 : ACP des profils ARISA bactéries des expériences IMgymen, |Mpoye €t des témoins non co-inoculés.
L’axe 1 représente 25% de la diversité, I’axe 2 22%.

L’évolution des profils de I'expérience de co-inoculation avec le contenu ruminal par rapport a la
situation sans co-inoculation est nette. Les profils sont différents. Pour la co-inoculation avec la boue

de bassin d’aération, des différences par rapport aux profils sans co-inoculation sont également
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clairement visibles. Quelques profils de IMy, . sont tout de méme m¢élés aux profils des expériences

Boue
sans co-inoculation. Il s’agit des prélévements les plus tardifs, on peut imaginer qua ce moment
I’essentiel de la dégradation de la cellulose est achevé et que des populations moins spécifiques sont
présentes dans les deux expériences (microorganismes recyclant la biomasse morte par exemple). Enfin,
et IM

il est important de noter que la différence entre les profils des expériences IM est

Rumen Boue

beaucoup plus importante pour les bactéries que pour les archées.
3.3.3. Bilan

Cette représentation permet d’observer les tendances de modification de la diversité totale suite a la

co-inoculation. Les tendances sont différentes pour archées et bactéries.

Pour les archées, dans les deux cas, la co-inoculation conduit a un décalage des populations d’archées.
Cecl est peut-ctre a mettre en lien avec la quantité trés importante de méthane dans le biogaz observée
en seconde partie de la production de biogaz. Les modifications observées sont du méme type dans les

deux expériences, en accord avec la ressemblance des profils ARISA notée plus haut.

Pour les bactéries les profils de IMy, . et de I'expérience sans co-inoculation sont plus proches entre eux

Boue

qu’avec les profils de 'expérience IM La perturbation apportée par la co-inoculation de rumen sur

Rumen*

la diversité totale est peut-étre plus importante. Différentes hypotheses explicatives sont envisageables.

Un nombre plus important de substrats exogenes est apporté dans IMg, .. que dans IM ., ce qui

pourrait expliquer le développement de communautés microbiennes différentes. Une autre hypothése
serait que les microorganismes du rumen ont survécu quelques jours dans les bioréacteurs avant de
mourir induisant des profils plus différents. D’autre part la diversité bactérienne étant plus importante
que la diversité archées, les possibilités d’états d’équilibre sont plus nombreuses, d’ou des situations plus
variées. Quoiqu’il en soit, 'influence de la co-inoculation sur les populations bactériennes n’est pas le

méme pour les deux biomasses exogenes utilisées, mais il est dans chaque cas important.
3.4.Séquencage de CADN

La région V2-V3 (bactéries) ou V3-V4 (archées) de TADNr 168 a été amplifiée a partir des extractions
réalisées sur les différents inocula (Boue de bassin d’aération, contenu ruminal et digestat anaérobie) et
a été pyrosequencée, ainsi que des amplicons issus de la fraction lourde d’un échantillon de IM
jour 16 et de IM

environ un tiers du méthane a été produit, et a2 un décalage net dans les profils de densité pour TADN

au

Rumen

Bove AU jour 18. Ces dates ont été choisies car elles correspondent a une étape ou
(Figure 86 D et Figure 87 D). Ces échantillons semblaient présenter le meilleur compromis pour a la
fois identifier clairement les microorganismes impliqués dans les processus cataboliques tout en limitant
les biais possibles dus au cross-feeding. Les figures suivantes résument les résultats obtenus pour les

archées (Figure 123), et pour les bactéries (Figure 124) pour les différents échantillons.
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3.4.1.1. Archées
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Figure 123 : Composition de la communauté archées des échantillons de I’expérience de co-inoculation.

Le digestat anaérobie utilisé comme inoculum contient uniquement des archées du genre Methanosarcina
(5 OTUs principaux, dont un ultra majoritaire). Les populations d’archées du contenu ruminal sont
principalement du genre Methanobrevibacter (93% du total des séquences, dont 10 OTUs principaux). Les
autres OTUs représentent moins de 1% des séquences. La boue d’aérateur contient des archées de la
classe Halobacteria (93,9%, 11 OTUs), du genre Methanosaeta (1 OTU, 4,2%) et du genre
Methanobrevibacter (1,9%, 1 OTU principal). Il n’y a pas de point commun entre les OTUs des biomasses
exogenes et du digestat anaérobie. Seul un OTU du genre Methanobrevibacter est commun entre la boue

d’aérateur et le contenu ruminal.

Methanosarcina devient le genre dominant dans le réacteur de lexpérience IMg,,... apres 16 jours
d’incubation (90% de la population, 3 OTUs, I'un d'eux contient plus de 84% des séquences) ainsi que
dans le réacteur de Pexpérience IMy, . (91,5% des séquences, 4 OTUs), les autres séquences étant du
5,7% pour IM
expériences). Les communautés des deux réacteurs sont assez semblables (79,7% de séquences
et 90,7% pour IM

digestat anaérobie (certains comptaient moins de 1% des séquences cependant), et aucun ne provient

Boue

genre Methanocullens (7,1% pour IM 1 OTU identique pour les deux

Rumen> Boue>

communes pour IM .- Ces OTUs étaient tous présents a l'origine dans le

Boue Rume

du contenu ruminal ou de la boue anaérobie. Les archées de ces deux biomasses ne se sont pas adaptées

et développées dans les conditions environnementales du bioréacteur de dégradation de la cellulose.

La fraction fonctionnelle d’une expérience similaire de dégradation de la cellulose mais sans co-
inoculation montre la présence d’archées du genre Methanosarcina a 100% dans la population archées,

sous forme de 4 OTUs principaux, donc un est commun avec IM (84% des séquences) et 4

Rumen

communs avec IMg, . (91,5% des séquences). Ceci montre que 'influence de la co-inoculation sur le

Boue
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développement des populations archées est faible mais non nulle, la différence principale venant de la
présence des archées du genre Methanocullens dans les réacteurs co-inoculés, et des proportions relatives
des différents OTUs de Methanosarcina.

3.4.1.2. Bactéries
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Figure 124 : Composition de la population bactérienne des échantillons de I’expérience de co-inoculation.

Les bactéries retrouvées dans I'inoculum industriel appartiennent aux classes Spirochaetes (59%, 2 OTUs
principaux), Bacteroidia (21%, 3 OTUs principaux), Clostridia (9%, 2 OTUs principaux), Synergistia (6%, 1
OTU oprincipal) et Thermotogae (1 %, 1 OTU principal). Ces microorganismes sont fréquemment
retrouvés dans les digesteurs anaérobies (287). Au total, 9 OTUs principaux sont présents (contenant
plus de 1% du nombre total de séquences). 16,2% des séquences appartiennent a des OTUs contenant

moins de 1% du nombre total de séquences.

Les bactéries identifiées dans le contenu ruminal appartiennent aux classes Bacteroidia (77,2%, 25
OTUs), Clostridia (9,6%, 6 OTUs), Fibrobacteria (1,9%, 1 OTU). 2,2% des séquences forment 1 OTU
bactérien non identifié. 33 OTUs principales (90,9% du nombre total de séquences) ont au total été
identifiées dans le contenu ruminal. Aucune de ces OTUs n’est commune avec celles trouvées dans le

digestat anaérobie.

La boue de bassin d’aération présente également une diversité bactérienne trés importante comme c’est

souvent le cas dans ce type de milieu. Au total, 32 OTUs principaux ont été identifiés représentant
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70,1% des séquences. Parmi eux, 15 OTUs (36,6% des séquences) appartiennent a la classe
Betaproteobacteria, 2 OTUs (2,3%) a la classe Gammaproteobacteria, 1 OTU (1,1%) a la classe
Alphaproteobacteria, 1 OTU (1,1%) au phylum Proteobacteria sans que la classe puisse étre identifiée (2,3%).
3 OTUs (4,6%) appartiennent a la classe Sphingobacteria, 2 OTUs au phylum Bacteroidetes (9,8%) sans que
la classe puisse étre identifiée. 2 OTUs appartiennent a la classe Caldilineae (2,9%), 1 OTU (1,1%) a la
classe Anaerolinea, 1 OTU (1,3%) au phylum Chloroflexi sans que la classe puisse étre identifiée, 1 OTU
(3,8%) appartient a la classe Ignavibacteria, 1 OTU (2,4%) a la classe Nitrospira, 1 OTU (1,1%) a la classe
Actinobacteria et 1 OTU (1,4%) est non identifié. Enfin, 29,9% des séquences appartiennent a des OTUs
représentant moins de 1% du total des séquences, ce qui confirme la diversité tres importante de ce

systeme.

Les bactéries retrouvées dans IMy,,.., pendant la dégradation de la cellulose ont été comparées a celles
trouvées dans les inocula. 17 OTUs principaux ont été identifiés (plus de 1% des séquences totales
chacun). Les principales classes retrouvées sont Spzrochaetes (29%, 4 OTUs principaux), Bacteroidia (16%,
2 OTUs principaux), Chlstridia (14%, 2 OTUs principaux), Mollicutes (7%, 1 OTU principal),
Alphaproteobacteria (6%, 1 OTU principal), Chloroflexi (2%, 1 OTU principal). Plusieurs séquences ont
seulement pu étre affectées a des phylums (Fimmicutes, 4%, 3 OTUs - Bacteroidetes, 4%, 1 OTU) et 10%
des séquences de bactéries (2 OTUs) n'ont pas été identifiées. 23,6% des séquences appartiennent a un
OTU contenant moins de 1% du nombre total de séquences. Une comparaison détaillée de séquences
sur la base des OTUs montre que les microorganismes identifiés lors de la dégradation de la cellulose
n'appartiennent a aucun des OTUs retrouvés dans le contenu ruminal. Par contre, 36% des séquences
(3 OTUs, classes Spirochaetes, Bacteroidia, Clostridia) sont originaires du digestat anaérobie. D’autres
especes retrouvées lors de la dégradation de la cellulose (Spirochaetes, Mollicutes, Bacteroidia) sont
également retrouvées dans le digestat anaérobie (et pas dans le rumen), mais représentaient moins de
1% des séquences. Des especes sous-dominantes dans le digestat initial ont probablement conquis

plusieurs niches écologiques au cours de dégradation de la cellulose.

De la méme facon, 'identité des bactéries retrouvées dans la fraction fonctionnelle de PADN de IMy, ..
pendant la dégradation de la cellulose a été comparée a celle des inocula initiaux. 12 OTUs principaux
(78,7% des séquences) sont identifiés. 4 OTUs (43,9% des séquences) appartiennent a la classe
Spirochaetes, 2 OTUs (12,5% des séquences) a la classe Clostridia et 1 OTU (3,8% des séquences) au
phylum Firmmicutes. 2 OTUs (9,1% des séquences) appartiennent a la classe Bacteroidia et 1 OTU (5,2%
des séquences) au phylum Bacteroidetes. 1 OTU (1,1% des séquences) appartient a la classe Mollicutes et
un OTU représentant 2,8% des séquences n’a pas pu étre identifié. La comparaison détaillée des OTUs
montre qu’aucune espece issue de la boue d’aérateur ne s’est implantée dans les digesteurs de cellulose.

Comme pour lexpérience IM 3 OTUs sont originaires du digestat anaérobie (24,6% des

Rumen>

séquences). 1l s’agit des mémes OTUs que pour IM mais dans des proportions différentes.

Rumen>

La comparaison des séquences de IMg, . et IM montre 9 OTUs communs, soit 74,1% des
et 58,7% des séquences de IM

commune dans ces deux expériences, cependant les proportions de chacun des OTUs sont différentes

Rumen

séquences de IM Il y a donc une importante part de diversité

Boue Rumen*

dans les différents bioréacteurs. Certains de ces OTUs étaient présents a moins de 1% dans le digestat
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anaérobie initial ou non détectés. L’apport d’une biomasse exogene a créé des conditions favorables a la

croissance de ces microorganismes et a leur établissement dans les bioréacteurs.

Enfin, si on compare ces échantillons a une expérience similaire de dégradation de la cellulose mais sans
bioaugmentation (expérience IM1, voir chapitres précédents), on trouve 5 OTUs communs avec
IM

cas, il s’agit des mémes OTUs, mais dans des proportions différentes. La perturbation apportée semble

o des sequences) et S communs avec 0 AE€S sequences). ans Ies acux
45 % des séq 6 OTU IM,,.. (50 % des séq Dans les d
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avoir eu des conséquences importantes sur ’équilibre de diversité bactérienne au sein des digesteurs de

cellulose.
3.4.1.3. Bilan

L’analyse des données de séquences montre que les flores ruminales ou issues de la boue d’aérateur ne
se sont pas implantées dans les digesteurs, malgré la disponibilité de la cellulose comme substrat
organique principal. Cependant, méme si aucune espece n’a réussi a s'implanter dans les digesteurs, des
effets de la co-inoculation sur la diversité microbienne ont été observés. La co-inoculation a conduit a

une modification de la diversité bactérienne dans le digesteur.

L’indice de diversité de Shannon, calculé a partir de la proportion relative de chacun des OTUs de
chaque échantillon illustre les modifications de diversité. Le Tableau 14 regroupe les indices de diversité
de Shannon pour les archées pour 'ensemble des échantillons séquencés dans cette expérience. Cet
indice est le plus élevé pour les deux biomasses exogenes. Les valeurs de I'indice de diversité dans le
digestat anaérobie ou dans des digesteurs de cellulose co-inoculés avec le rumen, la boue d’aérateur ou
non co-inoculés sont du méme ordre. La co-inoculation a donc eu un effet limité sur la diversité

archées des bioréacteurs.

Tableau 14 : Indice de diversité de Shannon calculé a partir de la proportion relative des OTUs archées pour les
échantillons de I’expérience de co-inoculation.

Echantillon Dlg/esta't Cont.enu ’ E%oue M, M, IMl (nor}
anaérobie ruminal d’aérateur umen oue co-inoculé)
Indice de 1,2 33 3,2 1,2 1,8 1,5
Shannon

Les mémes calculs réalisés avec les OTUs bactériens montrent des résultats différents (Tableau 15).

Tableau 15 : Indice de diversité de Shannon calculé a partir de la proportion relative des OTUs bactériens pour
les échantillons de I’expérience de co-inoculation.

Echantillon Dlgestay Contenu ,B,O‘le M, I, IM1 (nor}
anaérobie ruminal d’aérateur umen oue co-inoculé)
Indice de 3,5 9,0 8,7 5,9 49 42
Shannon

On retrouve une tres forte diversité dans les deux biomasses exogenes. Par comparaison, le niveau de
diversité dans les deux réacteurs co-inoculés est plus faible, mais plus important que dans le réacteur
non co-inoculé ou dans le digestat anaérobie initial. La co-inoculation a donc eu pour conséquence une

augmentation de la diversité bactérienne au sein des différents bioréacteurs. En particulier, les équilibres
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et la proportion relative des différents OTUs a été modifiée, et des OTUs initialement sous-dominants

et peu représentés ont pu se développer.

Pour les deux biomasses exogénes, la co-inoculation a permis de modifier environ la moitié de la
5
population bactérienne. Les modifications induites par les deux biomasses sont différentes. On

retrouve les résultats qualitatifs obtenus par 'analyse statistique des données ARISA.

4. Discussion

Dans le but d’évaluer les conséquences de la co-inoculation sur le fonctionnement des bioréacteurs de

dégradation de la cellulose, les dynamiques métaboliques et écologiques ont été analysées.

4.1. Dynamiques métaboliques

Pour estimer plus précisément 'importance de la dégradation de la cellulose et des co-inocula dans les
différentes incubations, des calculs de bilan matiére ont été réalisés. Ces calculs ont notamment été
effectués a partir des graphiques présentés au paragraphe 2.4. Ils prennent en compte I'influence des
prélevements liquides qui 6tent du bioréacteur des métabolites issus de la digestion de la cellulose et des
inocula avant leur dégradation en biogaz. Le taux de dégradation de la cellulose a été déduit de ces
calculs et des données isotopiques d’analyse des AGV des incubations avec substrat marqué. La
dégradation des «co-inocula » a quant a elle été estimée a partir des données obtenues pour les controles
sans cellulose. Ces calculs (non détaillés dans ce chapitre) indiquent qu’environ 95% de la cellulose
Les 5% restant ont

marquée a été catabolisée dans 'expérience IM et dans Pexpérience IM

Rumen Boue*

possiblement été incorporés dans la biomasse. La fonction « dégradation de la cellulose » se réalise donc
trés efficacement. La quantité de cellulose catabolisée est sensiblement équivalente dans les deux cas,
bien que le taux de conversion de la cellulose en biogaz soit différent, en raison dune influence
différente des prélevements liquides. D’autre part, j’ai calculé qu’environ 66% (respectivement 60%) du
carbone organique contenu initialement dans le contenu ruminal (la boue de bassin d’aération) ont été
catabolisés. Cette estimation montre qu’en plus de la cellulose, une partie importante des co-inocula a

été digérée comme substrat. Dans le cas de IMy,,, cette quantité est plus faible notamment car 'apport

Boue>

de °C exogene facilement disponible était plus faible.

Deux observations intéressantes peuvent également étre faites a partir des données obtenues pour
M

Une accumulation d’acide propionique est observée. Les accumulations d’acide propionique sont

rumen €6 IMp, . qui distinguent ces expériences d’autres incubations de cellulose sans co-inoculation.
souvent considérées comme des indications d’une instabilit¢ des processus (339). Méme si la
dégradation de la cellulose démarre rapidement dans ces systemes, la co-inoculation pourrait étre
responsable de perturbations dans les voies métaboliques de dégradation ayant pour conséquence une

accumulation de I’acide propionique.

Pour IM

acétique est consommé. A partir de ce moment, il n’y a plus de production de dioxyde de carbone, mais

I'acide propionique ne commence a étre dégradé qu’au jour 20, quand tout I'acide
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seulement de méthane, ce qui laisse penser que la méthanogené¢se hydrogénotrophe est dominante.

200



Effet de la co-inoculation de biomasses exogénes

Cette observation peut étre liée a une sensibilité accrue a I'inhibition par I’acide propionique de la voie
acétoclaste par rapport a la voie hydrogénotrophe. Dans cette expérience, la voie métabolique employée
pourrait étre la dégradation de lacide propionique suivie de I'oxydation syntrophique de Iacide
acétique. Apres séparation de PADN par SIP, les archées dominantes dans la fraction lourde au jour 16
sont du genre Methanosarcina. Ces archées peuvent étre des méthanogenes soit hydrogénotrophes, soit
acétoclastes. Cette observation suggere par conséquent un changement dans les voies métaboliques de
la méthanogenése associé a une communauté d’archées stable dominée par des membres du genre

Methanosarcina, comme déja décrit (340).

Pour IM

moins importante. Celle-ci est concentrée au début de I'incubation, puis augmente peu ensuite. Peut-

les observations sont légerement différentes. I.’accumulation d’acide propionique est

Boue>

étre que comme pour IM I’accumulation d’acide propionique est le signe d’une perturbation, mais

Rumen>

celle-ci semble moins importante pour IMy, ., le systéme se stabilisant de nouveau plus rapidement. De

Boue>
méme, la production seulement de méthane a partir du jour 20 suggere une évolution du métabolisme
vers la méthanogenese hydrogénotrophe, par des archées dominées par le genre Methanosarcina. Enfin,
les données isotopiques suggérent que la dégradation de la cellulose C par rapport aux autres substrats

que IM ou elle est importante des le début de

Boue Rumen>

non enrichis serait plus tardive dans IM

I’incubation.

Les différences métaboliques entre les deux expériences sont donc plutot de ordre cinétique pour la
dégradation de la cellulose, et d’intensité de la perturbation induite dans les systemes, qui se traduit par
une quantité plus ou moins importante d’acide propionique accumulé. L’orientation des voies
métaboliques vers la méthanogenese hydrogénotrophe est également caractéristique de ces expériences
par rapport a des témoins sans co-inoculation. La fonction globale « dégradation de la cellulose » ne
semble pas donc affectée par rapport a une situation sans co-inoculation, méme si son déroulement est

modifié.

4.2. Dynamiques écologiques
4.2.1. Devenir des biomasses co-inoculées

4.2.1.1. Contenu ruminal

Méme si on observe une dégradation efficace de la cellulose, tous les microorganismes initialement
présents dans les inocula ne s’adaptent pas et ne se mettent pas en place dans les microcosmes. Plus

précisément, pour IM aucune espece trouvée dans le contenu ruminal n’est retrouvée dans le

Rumen>
bioréacteur apres 16 jours, alors que plusieurs especes du digestat anaérobie demeurent actives. La co-
inoculation n’a pas permis 'expression au méme niveau d’a la fois la biomasse naturelle (contenu
ruminal) et industrielle (digestat anaérobie) au cours de la dégradation de la cellulose. Les deux inocula
sont en concurrence pour la réalisation d’un processus fonctionnel. La flore industrielle est plus
polyvalente que la flore naturelle et résiste probablement mieux aux changements de parametres. Au
contraire, les espéces du rumen, hautement spécialisées, ne se sont pas adaptées et établies dans les

microcosmes, méme si les conditions expérimentales étaient congues pour faciliter 'implantation de
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cette flore. En effet, 18% de I'inoculum était composé de flore ruminale, la cellulose est un substrat
adapté pour ces microorganismes et le systéme expérimental utilisé était un systeme batch, permettant
de prévenir le lavage des microorganismes du rumen. Cependant les fonctions ruminales n’ont pas pu
s’exprimer, méme si les parametres expérimentaux étaient au-dela de ce qui pourrait raisonnablement

étre atteint dans un contexte industriel.

D’autres parametres spécifiques sont sans doute nécessaires et doivent étre mieux pris en compte.
Ainsi, 1l a été montré dans des études antérieures que les membres d’'une communauté microbienne du
rumen ont des besoins nutritionnels spécifiques afin de solubiliser la cellulose a une vitesse optimale
(341-343). Les conditions environnementales du rumen sont relativement stables au cours du temps
(température, pH, CO,, H, et sels) et la flore ruminale croit généralement dans des conditions
environnementales tres stables. Des modifications de ces parametres peuvent étre pénalisantes (224,
226, 232). Dans les conditions environnementales d’un digesteur d’ordure ménageres, la flore ruminale
ne survit probablement pas ou n’est pas assez efficace pour se développer et concurrencer des
microorganismes plus polyvalents. Une autre hypothese est que la flore ruminale a été consommée par
d’autres microorganismes venant du digestat anaérobie. En effet, d’importantes quantités
d’intermédiaires non marqués ont été mesurées dans les réacteurs au cours de la dégradation. Ils sont
présents en quantité beaucoup plus importante que dans des expériences de dégradation de la cellulose
réalisées sans co-inoculation. Les bilans matiére montrent que les intermédiaires “C ne sont pas issus
uniquement du carbone dissous introduit lors du démarrage des incubations, mais également du
carbone organique non dissous (les inocula, et en particulier le contenu ruminal). Si on prend en
compte ces différents problémes potentiels, la non mise en place de la flore ruminale n’est pas

surprenante.

Toutefois, on note que méme si la biomasse ruminale ne s’est pas implantée, seules 45% des séquences
sont équivalentes a une incubation sans co-inoculation avec du contenu ruminal. Les conséquences de
Papport de cette biomasse sur le déroulement du bioprocédé ne sont donc pas neutres, nous

reviendrons plus en détail sur ces aspects dans les paragraphes suivants.

4.2.1.2. Boue de bassin d’aération

11 était attendu que les microorganismes de la boue de bassin d’aération ne se développent pas dans les
bioréacteurs anaérobies. C’est ce qui est observé pour les archées et pour les bactéries. Ces
microorganismes n’ont pas survécu et ont été éliminés, ce qui explique une forte production
d’intermédiaires "*C. Toutefois, cette biomasse est responsable de la mise en place dans le bioréacteur
d’une diversité nouvelle, et a déplacé les niches écologiques existantes. Certains microorganismes
minoritaires dans le digestat anaérobie ont profité de niches écologiques perturbées pour s’implanter, et

ont peut-étre pris la place de microorganismes présents dans le digestat anaérobie initial.

Méme si comme prévu aucun des microorganismes de la boue de bassin d’aération ne s’est mis en place
dans nos bioréacteurs anaérobies, ils ont eu une influence non négligeable sur la diversité observée lors

de la dégradation de la cellulose, et on constate seulement 50% de points communs dans les séquences
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bactériennes si on compare les données a celle d’'une expérience réalisée dans les mémes conditions

exactement mais sans co-inoculation.

4.2.2. Vers une exploitation du potentiel enzymatique de biomasses

exogenes

ILa mise a profit du potentiel enzymatique de biomasses performantes fait partie des objectifs

d’expériences de co-inoculation. Dans cette étude, Pexpérience IM a mis en avant les contraintes et

Rumen

les difficultés rencontrées lors d’une tentative d’exploitation des propriétés du contenu ruminal. Il faut

déterminer quelles sont ces limitations afin de les contourner.

Le manque d’une compréhension suffisante du microbiote ruminal est un des défauts de connaissances
principaux qui retarde une utilisation effective des fonctions ruminales (344). Des études de
métagénomique a grande échelle (345) du contenu ruminal fourniront des informations clés sur les
genes, les enzymes et les microorganismes impliqués dans la dégradation de la cellulose, mais une
meilleure compréhension des besoins des populations ruminales est nécessaire pour étre capable de
simuler les stratégies digestives animales afin d’obtenir une digestion anaérobie plus efficace des
composés ligno-cellulosiques et d’autres résidus. Copier les systemes digestifs animaux nécessite une
reproduction méticuleuse des pressions de sélection qui sont rencontrées dans le rumen (parametres
physico-chimiques, interactions entre la flore et 'animal hoéte, etc.) qui permettent la croissance de la
flore et Pexpression des fonctions. La co-inoculation simple n’est pas suffisante pour exploiter les
potentialités du rumen. Il faut aller plus loin, et intégrer a la fois les contraintes métaboliques,
environnementales et écologiques nécessaires a la mise en place de I’équilibre enzymatique idéal pour
reproduire les performances de systemes digestifs animaux dans des bioréacteurs industriels de

dégradation de déchets.

De nombreuses expériences en conditions aérobies montrent que I'implantation de microorganismes
exogenes est possible (257, 328-329, 346-349), il faut trouver les conditions a apporter pour mettre en
place des communautés plus spécifiques dans les digesteurs anaérobies . Pour ce faire, une étape
pourrait ¢tre la mise en place et exploitation dans un premier temps d’une seule composante des
biomasses d’intérét, en choisissant par exemple un microorganisme spécifique (dans le cas du contenu
ruminal une souche pure d’un microorganisme cellulolytique comme Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus
albus ete.). Cirne utilise par exemple une bactérie lipolytique dans ce sens pour améliorer la digestion
anaérobie de graisses de cuisine (237). On peut imaginer que les contraintes environnementales
associées a une seule espece seraient