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Avant-propos

Cette thése s“est effectuée en co-tutelle avec le Département des Systemes Energétiques et
Environnement (DSEE) de [“Ecole des Mines de Nantes, sous la co-direction de Mrs Luc
Malhautier, Maitre assistant HDR dans 1“Equipe « Odeurs et COVs » et Eric Dumont, Maitre
de conférences HDR a I“Institut Universitaire Technologique de Nantes. Les expérimentations
ont été réalisées pour 1“essentiel au Laboratoire du Génie de 1“Environnement Industriel
(LGEI) de I“Ecole des Mines d“Ales.

Ces travaux ont été financés par le Groupement des Ecoles des Mines GEM“Air.
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"C'est dans l'effort que l'on trouve la satisfaction et non dans la réussite. Un plein effort est

une pleine victoire.
Une vie de sacrifice est le sommet supréme de l'art. Elle est pleine d'une véritable joie".

Mohandas Karamchand Gandhi (1869-1948)

"Face a l'obstacle, I'homme moyen abandonne ce qu'il a entrepris. Un grand esprit ne se
lasse pas et termine ce qu'il a commencé, méme si mille fois des obstacles se dressent devant
lui, jusqu'a ce qu'il ait remporté le succes.”

Sagesse Hindoue
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Résumé

Le secteur industriel du traitement des déchets génére des émissions gazeuses induisant des
nuisances odorantes aupres des populations riveraines des installations. Ces effluents gazeux
contiennent une grande diversité de composés volatils : oxygénés (acides gras volatils,
cétones, aldéhydes, alcools), azotés et soufrés (hydrogéne sulfuré (H,S), diméthylsulfure
(DMS), diméthyldisulfure (DMDS) et méthanethiol (MT)). Ces effluents gazeux sont traités
par un dispositif approprié que sont les bioprocédés. Néanmoins, les seuils de perception des
composés odorants et plus particulierement ceux des composés soufrés, trés bas, obligent a
atteindre des efficacités d“abattement particulicrement élevées, faute de quoi le résiduel de
concentration peut étre a l“origine d“un impact notable sur les populations riveraines.
L“objectif de cette étude est donc d“améliorer les performances de ces procédés biologiques
par la mise en ceuvre de filiéres de traitement. L™ onginalité de ce travail est d“évaluer les
performances d“épuration d“un mélange de composés soufrés par la mise en ceuvre du
couplage de deux procédés biologiques que sont le lit percolateur et le biofiltre.

Le premier résultat de ce travail de thése a consisté a évaluer [“impact du pH sur 1“activité de
dégradation de composés soufrés en mélange (H,S, DMS et DMDS) en mettant en ceuvre des
microcosmes. La valeur du pH de la phase aqueuse a une influence sur I“efficacité
d“¢limination des DMS et DMDS. Une élimination compléte de ces derniers est observée
pour une gamme de pH comprise entre 5 et 7. Les performances de ce couplage ont été
comparées avec celles observées dans le cas de biofiltres seuls (dupliquats). Aprés une phase
d“acclimatation, un fonctionnement stable est maintenu en conditions opératoires
stationnaires. Les potentialités du couplage ont été mises en évidence, les niveaux
d“abattement des DMS et DMDS étant supérieurs (de 1“ordre de 20%) pour le couplage de
bioprocédés. La composante microbiologique a fait 1“objet d“une attention particuliere en
¢valuant les densités de deux populations connues pour dégrader ces composés soufrés
(Hyphomicrobium et Thiobacillus thioparus) par q-PCR au sein du biofiltre couplé au filtre
percolateur et des biofiltres de référence. Les résultats obtenus mettent en évidence la
présence de ces deux populations & des taux élevés (10* copies du géne ADNr-16S/ng ADN
extrait pour Thiobacillus thioparus et 10*-10° copies du géne ADNr-16S/ng ADN extrait pour
Hyphomicrobium). La répartition de ces deux populations est similaire dans les deux cas
(couplage et biofiltres seuls).

Face a des perturbations représentatives de celles observées sur site, la robustesse du couplage
a pu étre mise en évidence, les niveaux d“efficacité d“avant les chocs sont récupérés dans un
délai inférieur ou égal a 72 heures apres 1“arrét de la perturbation. Enfin, une application sur
site (équarrissage) a été conduite sur une période de trois mois et a permis de valider les
résultats de laboratoire et de montrer 1“adaptabilité d“un tel systéme face a la variabilité d“un
effluent réel.

Mots clés : effluents gazeux malodorants ; composés soufrés ; lit percolateur ; biofiltre ;
couplage de bioprocédés ; performances ; communauté bactérienne.
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Abstract

Waste treatment industries generate gaseous emissions that may induce odour annoyance to
the surrounding populations.

These gaseous effluents contain a large variety of volatile compounds such as oxygenated
(volatile fatty acids, ketones, aldehydes and alcohols), nitrogen and sulphur compounds
(hydrogen sulphide (H.S), dimethylsulphide (DMS), dimethyldisulfide (DMDS) and
methanethiol (MT). These gaseous emissions are controlled by using an adequate system such
as biotechniques. Nevertheless, because of their very low odor thresholds, complete
elimination of sulphur compounds has to be assessed, as the residual concentration can induce
an odorous impact on neighbourhood populations. The aim of this study is to improve these
bioprocesses performances by carrying out an adequate system strategy. The originality of
this work is to evaluate the removal efficiency of a mixture of sulphur compounds by
implementing a combination of two bioprocesses and more precisely a biotrickling filter and
biofilter.

The first step of this PhD. work consisted of evaluating the pH impact on the biodegradation
activity of a mixture of sulphur compounds (H,S, DMS and DMDS) by using microcosms.
The pH has an impact on the removal efficiency of DMS and DMDS. The total removal of
these compounds is observed for a pH range between 5 and 7. The performances of the
coupling have been compared with those reached by implementing control biofilters
(duplicated). After an acclimatization period, stable performances are maintained under
constant operating conditions. The efficiency of the coupling have been highlighted, the DMS
and DMDS abatement levels are superior (around 20%) for the bioprocesses combination.

The microbiological component has been investigated within all biofilters by estimating the
densities of two populations involved in the biodegradation of sulphur compounds
(Hyphomicrobium and Thiobacillus thioparus), by using qPCR. The obtained results
highlighted the presence of both populations at high level (10* copies of DNAr-16S gene/ng
extracted DNA for Thiobacillus thioparus and 10*-10° copies of DNAr-16S gene/ng extracted
DNA for Hyphomicrobium). The repartition of these two bacterial populations is similar in
both cases (coupling system and reference biofilters). Under transient shock load conditions,
the robustness of the coupling has been revealed. The efficiency levels before the shock load
are recovered 72 hours after the perturbation off. Finally, the monitoring of an on- site pilot
(rendering facility) has been carried out during three months. The laboratory results have been
confirmed and the suitability of such a system has been showed under industrial gas
variability.

Keywords: Malodorous gaseous emissions; Sulphur compounds; Biotrickling filter ; Biofilter
; Bioprocesses coupling ; Performances ; Bacterial communities
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Introduction générale

L“odorat, systéme de détection trés puissant, est paradoxalement souvent considéré comme un
sens mineur : sa perte n“est pas considérée comme grave par rapport a celle de 1“ouie ou de la
vue. Pourtant, [“importance des sensations olfactives n“est plus a démontrer a 1“heure actuelle.
Jadis tolérées, les mauvaises odeurs sont aujourd“hui pergues comme une agression. Les
odeurs sont, avec les poussieres et le bruit, I“une des nuisances les plus fortement ressenties

par les riverains d“installations industrielles.

Les impacts des nuisances odorantes se manifestent a différents niveaux et revétent une
importance économique et sociétale : géne des riverains allant jusqu®a des plaintes et conflits,
frein a I“urbanisation et dépréciation du foncier, dévalorisation de la démarche « qualité » des
entreprises et dans certains cas, remise en cause de la pérennité de 1“activité industrielle. Les
industriels appartenant au secteur de la gestion et du traitement des déchets sont
particuliérement confrontés a cette problématique des odeurs. On peut citer les stations de
traitement des eaux usées, les sites de traitement des ordures ménageres ou encore les
plateformes de compostage et les équarrissages. Véritable enjeu pour 1“acceptation de ces
installations, les odeurs sont donc au cceur des priorités environnementales des unités de

traitement des déchets.

Globalement, les effluents malodorants sont caractérisés par des débits élevés contenant de
faibles concentrations en Composés Organiques Volatils (COV) variés, exception faite de
I“ammoniac et de [“hydrogene sulfuré, composés inorganiques trés fréquemment rencontrés

dans les gaz malodorants.

Parce qu“elles sont a I“origine de pollution atmosphérique en général et de nuisances
odorantes en particulier, la législation en vigueur, de plus en plus contraignante pour les
industriels émetteurs, impose, dans la majorité des cas, le traitement de ces émissions
gazeuses. La problématique a laquelle est confronté 1“industriel consiste a choisir la solution
technique la plus adaptée, efficace en termes d“abattement d“odeurs et économiquement
acceptable. Parmi les différentes technologies disponibles, les procédés biologiques sont
largement favorisés car particuliecrement appropriés aux débits et concentrations

caractéristiques des effluents émis par le secteur de la gestion et du traitement des déchets.

Parmi les techniques biologiques disponibles, la biofiltration est la plus employée a 1“échelle
industrielle. De plus, ce procédé est intéressant par sa simplicité de mise en ceuvre, des cofits

de fonctionnement et d“investissement peu onéreux et par la destruction des molécules
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(respect environnemental). Un biofiltre est un réacteur garni par un matériau support sur
lequel se développent des micro-organismes sous forme de biofilm. La biofiltration consiste a
transférer les polluants de la phase gazeuse vers la phase aqueuse constituée par le biofilm, au
sein duquel ils subissent une biodégradation sous 1“action de micro-organismes €purateurs qui
les utilisent comme source de carbone et d“énergie grace a leur capacité a oxyder ces
composés volatils de manicre totale ou partielle. Les performances épuratoires d“un biofiltre
sont influencées par de nombreux parametres opératoires, en agissant a la fois sur le transfert
des polluants et sur les microorganismes, et font 1“objet de nombreuses études a 1“échelle du
laboratoire. Néanmoins, malgré les performances élevées qui peuvent Etre atteintes en
conditions d“alimentation stables, les obstacles souvent attribués aux procédés biologiques
sont la difficulté a éliminer certains composés récalcitrants, 1“accumulation de sous-produits
pouvant inhiber 1“activité biologique, les faibles cinétiques de dégradation des polluants, leur

manque de robustesse face a des conditions opératoires et environnementales variables. ..

De plus, les seuils de perception des composés odorants et plus particulierement des
composés soufrés (Hydrogéne Sulfuré (H,S), méthylmercaptan, DiMéthylSulfure (DMS) et
DiMéthylDiSulfure (DMDS)), trés bas (de 1“ordre du pg.m™), obligent 4 atteindre des niveaux
d“abattement élevés, faute de quoi le résiduel de concentration peut étre a 1“origine d“un
impact notable sur les populations riveraines. Les contraintes liées au fonctionnement de ces
bioprocédés et 1“évolution de la réglementation font qu“il devient de plus en plus difficile de
satisfaire aux normes de rejet par la mise en ceuvre d“un procédé unique de traitement. La
mise en ceuvre de filieres de traitement, c“est-a-dire de couplages de procédés, est intéressante
car elle permettrait de pallier les limitations inhérentes aux procédés et de respecter la

réglementation en vigueur.

La solution la plus utilisée a I“heure actuelle consiste a coupler la biofiltration a du lavage
physico-chimique. Néanmoins, ce couplage de procédés n“est parfois pas suffisant pour
atteindre des performances de traitement totalement satisfaisantes. De plus, la filicre
biofiltration/lavage physico-chimique induit des risques liés a 1“utilisation et au stockage de
produits chimiques dangereux, génére des effluents liquides nécessitant des traitements
adaptés, et conduit a des colits de fonctionnement €levés. Aussi, le présent travail s“nscrit-il
dans la recherche de solutions toujours plus performantes et fiables pour 1“¢limination des

composés odorants en général et des composés soufrés en particulier.
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Ce travail a consisté a évaluer plus précisément les potentialités du couplage de deux procédés
biologiques que sont le filtre percolateur et la biofiltration pour le traitement d“‘un mélange de
composés soufrés différant par leur biodégradabilité. Le fonctionnement de ce couplage a été
caractérisé en régimes stationnaire et perturb¢, et examiné a deux niveaux, par la mesure de la
résultante fonctionnelle de dégradation d*“une part et la structure, en termes de densités de
peuplement, de la communauté bactérienne (communauté bactérienne totale et populations

fonctionnelles d“intérét) d“autre part.

Le premier chapitre présente une vue d“ensemble du contexte de ce travail sous forme d“une
syntheése bibliographique. Dans une premiere partie, le contexte des nuisances malodorantes
sera tout d“abord rappelé avant de focaliser notre attention sur le secteur industriel li¢ a la
gestion et au traitement des déchets particuliérement confronté a la problématique des odeurs.
Nous nous intéresserons ensuite aux procédés biologiques en détaillant notamment 1“influence
de certains parametres opératoires déterminants sur les performances de ces systemes. Les
performances atteintes par ces bioprocédés (biofiltre et filtre percolateur) pour traiter les
composés soufrés feront ensuite 1“objet d““une attention particuliere. Les procédés biologiques
constituent des €cosystemes complexes, sieges de relations étroites entre les performances
épuratoires et les communautés microbiennes. Dans cette derniere partie et dans le cadre du
traitement biologique des composés soufrés, les populations bactériennes fonctionnelles, c“est

a dire impliquées dans leur dégradation, seront examinées.

D*apres la littérature, les communautés bactériennes oxydant les composés soufrés sont
sensibles aux conditions environnementales en général et au pH en particulier. Les objectifs
de ce second chapitre seront d“é¢tudier, dans un premier temps, 1“impact du pH sur [“activité de
dégradation de composés soufrés en mélange (H,S, DMS et DMDS) par une communauté
préalablement acclimatée a ces polluants. Il s“agira de déterminer les valeurs de pH pour
lesquelles la dégradation biologique de ces composés soufrés est observée. Des microcosmes,
dont les conditions opératoires sont contrdlées, seront mis en ceuvre pour répondre a ce
questionnement. Dans un second temps, nous examinerons la structure des communautés
microbiennes au sein de ces modeles d“ étude et identifierons les microorganismes dominants.
Le lien entre leur présence et leur capacité a consommer les Composés Soufrés Réduits (CSR)

sera alors évalu¢. Ce travail a été valorisé sous la forme d“une publication dans une revue

internationale a comité de lecture (Journal of Chemical Technology and Biotechnology).
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Le chapitre précédent a permis d“éablir des recommandations dans 1“objectif d“améliorer le
traitement par voie biologique de composés soufrés en mélange (H,S, DMS et DMDS). Le
troisiéme chapitre visera plus particulicrement a évaluer, en régime stationnaire, les
potentialités du couplage de deux procédés biologiques (filtre percolateur/biofiltre) utilisé
pour traiter un mélange de composés soufrés et a comparer les niveaux d*“abattement atteints
par le couplage avec ceux mesurés pour des biofiltres seuls, utilisés en tant que référence.

La régulation du pH de la phase liquide étant plus aisée pour le filtre percolateur que pour le
biofiltre, la configuration filtre percolateur/biofiltre sera privilégiée, le biofiltre affinant
I“élimination des composés plus récalcitrants par post-traitement. Nous chercherons ensuite a
déterminer quelles relations, s“il y en a, s“éablissent entre les densités de peuplement et la
structure de la communauté bactérienne d“une part et la résultante fonctionnelle de
dégradation d“autre part. De plus, afin d“approcher la communauté fonctionnelle, nous
estimerons les densités de peuplement de deux populations reconnues pour consommer les
composés soufrés. La mise en relation de la distribution des densités de ces populations avec

celle de la résultante fonctionnelle de dégradation sera également étudiée.

A [I“¢chelle industrielle, I“activité¢ fluctuante des procédés de traitement des déchets
(compostage, équarrissage) se traduit par une variabilité¢ de [“effluent gazeux, en termes de
composition et de concentration. Cette variabilit¢ peut perturber le fonctionnement des
procédés biologiques de traitement. Il apparait donc intéressant d“évaluer la robustesse du
couplage filtre percolateur/biofiltre, soumis a des perturbations. L“approche expérimentale
développée dans le quatriéme et dernier chapitre se base sur les travaux réalisés au sein du
LGEI par Cabrol et al. (2012). Le premier objectif de ce chapitre est d“évaluer de manicre
qualitative 1“impact de pics de charge transitoire, répétés et d“intensité croissante sur
“efficacité d“élimination des composés soufrés et plus particulierement sur les capacités de
résistance et la résilience (capacité de récupération suite a un choc) fonctionnelles de ces
procédés biologiques. Le second objectif est d“éudier la réponse de la communauté
bactérienne a des fluctuations environnementales en se focalisant plus précisément sur les
densités de peuplement de la communauté bactérienne totale et de deux populations

fonctionnelles d“intérét. Enfin, nous apporterons des premiers ¢éléments de réponse au
questionnement industriel relatif aux gains de performance atteints lors de la mise en ceuvre
du couplage de deux procédés biologiques par rapport a un biofiltre seul en évaluant les
potentialités du filtre percolateur dans le cas particulier du traitement d*un gaz réel émis par

un équarrissage. La comparaison des performances obtenues par le filtre percolateur installé
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sur site et 1“unit pilote (filtre percolateur) mise en ceuvre au laboratoire fera 1“objet d“une

attention particuliere.
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Chapitre 1 : Synthese bibliographique

1.1. Introduction

Les nuisances odorantes constituent un des problémes environnementaux auxquels se trouvent
confrontées les sociétés industrialisées. De nos jours, les mauvaises odeurs sont considérées
comme ¢étant le troisieme motif de plaintes aprés le bruit et les poussiéres (Rozec et al., 2003).
Ces émissions malodorantes sont a 1“origine d“une inquiétude grandissante des riverains,
accentuée par 1“association des odeurs a un risque sanitaire potentiel, et se traduisant par une
augmentation des plaintes (Cabrol, 2010). Dans le cas des odeurs, la problématique n“est pas
obligatoirement et simplement une réduction des émissions, mais une réduction de la nuisance
subie par la population riveraine des industriels émetteurs (Fanlo, 2006). Ainsi, dans une
premiere partie, quelques rappels sur la notion d“odeur et sa caractérisation seront évoqués.
Une odeur est constituée par un mélange complexe de molécules volatiles dont les composés
soufrés présentant des seuils de perception par le nez humain tres faibles (de 1“ordre du pg.m’
%). Ces composés soufrés contribuent donc a la géne occasionnée auprés des populations
riveraines des installations émettrices. Les impacts de cette problématique des odeurs, au-dela
de la géne ressentie par la population, concernent directement les industriels et les
collectivités locales : image ternie, frein au développement économique. Dans une seconde
partie, les industries émettrices seront répertoriées avant de focaliser notre attention sur le
secteur industriel li¢ au traitement des déchets (équarrissage, compostage, stations d*“épuration
des eaux usées) et leur mise en décharge (centre d“enfouissement technique) particuliérement
affecté par ce probléme de nuisances odorantes. Ces problémes d“odeur sont aujourd‘hui pris
en compte dans les textes réglementaires qui seront évoqués dans une troisieme partie. Cette
réglementation de plus en plus stricte contraint les industriels & mettre en ceuvre des procédés
de traitement de ces émissions malodorantes. De plus, dans le cadre de la résolution d“un
probléme d“odeurs, le seuil de perception des composés odorants en général et des composés
soufrés en particulier oblige a atteindre des efficacités d“abattement de ces composés
particulierement élevées, faute de quoi le résiduel de concentration peut étre a [“origine d“un
impact notable sur les populations riveraines.

Parmi les procédés de traitement disponibles a 1“heure actuelle, les procédés biologiques
constituent des techniques de choix, en raison de leur caractére destructif, de leur adaptation
au traitement des composés chimiques constitutifs des effluents gazeux malodorants, de leur
capacité a traiter des débits élevés a faibles concentrations de polluants caractéristiques des

gaz émis par le secteur li¢ au traitement des déchets, et de leur colt de fonctionnement
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modérés. Ils feront 1“objet d*“une attention particuliere dans la quatrieme partie de ce chapitre.
Les performances atteintes par ces bioprocédés (biofiltre et filtre percolateur) pour traiter les
composés soufrés, seront particuliecrement examinées dans une cinquie¢me partie.

Les biofiltres constituent des écosystemes complexes, sicges de relations étroites entre les
performances épuratoires et les communautés microbiennes. Dans cette derniére partie, dans
le cadre du traitement biologique des composés soufrés, les populations bactériennes

impliquées dans leur dégradation seront donc abordées.
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1.2. Qu’est ce qu’une odeur

L“odeur peut étre définie d“une maniére simple, comme un mélange complexe de molécules
chimiques volatiles (Humeau et Le Cloirec, 2010). L*“odeur peut aussi étre décrite comme
« I“interprétation du signal produit par les chémorécepteurs spécifiques du systéme olfactif »
(Jaubert, 2005).

La perception de [“odeur dépend en grande partie de son intensité (Lestremau, 2003 ; Nicolas
et al., 2008 ; Pierrette et Moch, 2009). La relation entre le stimulus odorant et la réponse faite
par les sujets suit les lois psychophysiques semblables a celle connues dans d*“autres modalités
sensorielles telles que la vision ou [“audition (Stevens, 1936).

La loi de Stevens (Eq.1) (Fanlo, 2005) permet d“éablir une relation entre |“intensité¢ du

stimulus odorant et 1“intensité de la perception olfactive (figure 1).
1) Log I =n log(XRX,) + Constante

I : Intensité pergue; X : Concentration dans 1“air inhalé (ppm); X, : Concentration au seuil
(concentration donnant une odeur juste décelable en ppm), n : accroissement de 1“intensité

odorante en fonction de la concentration.

Intensité (Log)
N Seuil de

/ saturation

n =pente de persistance

inodorité

Seuil de
Seuil de reconnaissance

perception

« Concentration

~ (Log)

Figure 1 : Courbe de Stevens (Fanlo, 2005).
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v Le seuil de perception d“un composé odorant donné correspond a la valeur maximale
de sa concentration Xy, pour laquelle 50% des individus composant un groupe
d“experts en percoivent 1“odeur.

v' Le seuil de reconnaissance correspond a 1“identification de 1“odeur par le groupe
d“experts.

v" Le seuil de saturation correspond a la concentration chimique au-dela de laquelle
I“intensité de 1“odeur parait identique au sujet quelle que soit la concentration.

v' La pente de persistance (n) traduit la sensibilit¢ de 1“odorat a la variation de la
concentration du composé odorant. Si n < 0,2, [“odeur est dite persistante (peu

d“influence de la dilution sur 1“intensité), si n > 0,8, 1“odeur est dite fugace.

1.2.1 Qualité de ’odeur

D*un point de vue qualitatif, il est difficile de classer les sensations odorantes car
contrairement a la sensation gustative qui peut €tre définie par quatre composantes (sucrg,
salé, amer, acide), il est impossible de dégager des odeurs caractéristiques permettant de
qualifier toutes les autres. Jaubert et al. (1987) ont déterminé un « champ des odeurs » qui
permet de caractériser les perceptions olfactives. Il s“agit d“appréhender la qualité¢ de 1“odeur
en termes descriptifs sur la base d“un nombre de qualificatifs bien définis. La principale
limitation de cette méthode est qu“elle repose en grande partie sur la sémantique (Martin et

al., 1991).

1.2.2. Caractere hédoniste d’une odeur

Le premier réflexe d“un individu est de donner une information de type hédonique plutot
qu“une information de type identification. La tonalit¢ hédonique de la perception odorante est
une de ses principales caractéristiques. En effet, peu d“odeurs apparaissent neutres. La
complexité de ces réactions affectives aux odeurs résulte du fait qu“elles sont acquises par
apprentissage (Schaal et al., 1988 ; Stein et al., 1958 ; Lestremau, 2003). Ainsi, le caractére
hédonique varie d“un groupe de personnes a un autre suivant leur habitude, leur cadre de vie
et leur culture. De plus, de maniére générale, les odeurs paraissent désagréables en dehors de

leur contexte (Jaubert, 2005).
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Les aspects psychologiques de 1“olfaction (I*“apprentissage de 1“odeur étant responsable des
caracteres subjectif et affectif des impressions olfactives) expliquent la variabilité¢ des
réponses concernant la qualité ou la nature hédoniste d“une odeur. En conséquence, en
maticre de prévention des nuisances odorantes d“ongine industrielle, c*est 1“intensité de

I“odeur qui est utilisée pour caractériser une odeur.
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1.3. Odeurs et composés malodorants

Les nombreux travaux de recherche sur la chimie de [“odeur, la neurophysiologie de 1“odorat,
la psychosociologie et 1“éthologie permettent d“acquérir de meilleures connaissances de la
physiologie et la perception de l“odeur (Holley, 1999 ; Balez, 2001 ; Jaubert, 2005). Par
conséquent, différentes définitions coexistent, notamment selon le point de vue de la cause de
I“odeur (composés émis) ou de son effet (perception). Les normes NF EN 13725 et ISO 5492
définissent 1“odeur comme « attribut organoleptique perceptible par 1“organe olfactif quand on
respire certaines substances volatiles » (Pourtier, 2000).

Ces substances volatiles odorantes appartiennent généralement aux familles de molécules

suivantes :

» Les molécules oxygénées : les acides organiques, les aldéhydes, les cétones, les
alcools.

» Les composés azotés : [“ammoniac, les amines.

» Les composés soufrés : 1“hydrogéne sulfuré, les mercaptans, les sulfures, les

disulfures.

Le tableau 1 répertorie quelques composés odorants fréquemment détectés. L™ analyse de ce
tableau met clairement en évidence que les composés soufrés, de par leur seuil de perception
olfactif faible (de 1"ordre du pg.m™) sont trés odorants (Lestremau et al., 2003). Cest
pourquoi, dans le cadre de cette thése, nous nous intéresserons plus particuliérement au

traitement de ces compos€s.
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Tableau 1 : Principales caractéristiques de quelques composés odorants (Pourtier et al., 2000).

Classe du Formule Caractéristiques de Seuil olfactif
Composé 3
composé chimique 1'odeur (mg.Nm™)
Cétone Acétone CH;-CO-CH; Fruité, doux 1,1 2240
Acétaldéhyde CH;-CHO Acre, suffocant 0,04a1,8
Butyraldéhyde C;H;-CHO Rance 0,013a15
Aldéhydes
Isovaléraldéhyde 2(CHj3)-CH- Fruité, pomme 0,072
CH,-CHO
Acétique CH;-COOH Vinaigre 0,025a 6,5
Acides
Butyrique C;H;-COOH Beurre, rance 0,0004 a 3
Ammoniac NH; Tres piquant, irritant 0,52a37
Azotés Ethylamine C,Hs-NH, Piquant, ammoniacale 0,05 a 0,83
Diméthylamine 2(CH;)-NH Poisson avarié 0,047 a 0,16
Hydrogene sulfuré H,S Euf pourri 0,0001 a 0,03
Meéthylmercaptan CH;SH Choux, ail 0,0005 a 0,08
Ethylmercaptan C,HsSH Choux en 0,0025 a 0,03
décomposition
Soufrés
Diméthylsulfure 2(CH;)-S Légumes en 0,0025 a 0,65
décomposition
Diéthylsulfure 2(C,Hs)-S Ethérée 0,0045 a 0,31
Diméthyldisulfure 2(CH;)-2S Putride 0,003 20,014

La famille des composés soufrés regroupe 1“hydrogene sulfuré (composé inorganique) et des

molécules organiques ou sulfures organiques répartis en deux familles :

» Les dérivés alkyles de sulfures (analogues soufrés des éthers de formule générale R-S-
R).

» Les mercaptans (analogues soufrés des alcools, de formule générale R-SH).

Les sulfures organiques se retrouvent dans la nature dans certains végétaux tels que 1“ail ou
1“oignon. Ils sont caractérisés par une odeur forte (chou pourri), (Lau et al., 1996) qui diminue
avec le poids moléculaire du composé¢ (Haug, 1993). Les sulfures organiques d“origine
biogénique proviennent essentiellement de la dégradation de protéines contenant des acides
aminés soufrés (cystéine et méthionine), en conditions aérobies et anaérobies (Rosenfeld et

Suffet, 2004 ; Cabrol, 2010).
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1.3.1. Principales sources émettrices de composés soufrés

Les activités génératrices d“odeurs sont multiples dont le secteur industriel. Les nuisances
odorantes peuvent étre causées par la matiére premicre, les composés intermédiaires et/ou les
produits finaux du process industriel. Parmi les sources, on peut citer I“industrie chimique, les
activités liées a 1“énergie, les industries du bois et du papier, la fabrication ou la mise en
ceuvre de peintures, 1“industrie sidérurgique et cokicre. Il convient de rajouter a cette liste les
sources liées au domaine agro-alimentaire, a celui des déchets : ordures ménageres,
compostage de boues d“épuration, équarrissages, ou au traitement des eaux usées urbaines ou

industrielles.

Le tableau 2 ci-dessous associe a chaque secteur industriel la composition des émissions

malodorantes :

Tableau 2 : Principaux composés odorants émis par secteur industriel. (Fanlo, 2005).

NOx, SOx, H,S, mercaptans, aldéhydes,
hydrocarbures, acides organiques
NH;, SOy, H,S, mercaptans, aldéhydes,

hydrocarbures, acides organiques
SO, H,S, mercaptans, sulfures organiques

NH;, composés azotés, H,S, mercaptans,

aldéhydes, cétones, alcools, acides organiques

composés azotés, H,S, mercaptans, sulfures

organiques, alcools, acides organiques

NH;, composés azotés, H,S, mercaptans, sulfures

organiques, aldéhydes, acides organiques

H,S, sulfures organiques, mercaptans, aldéhydes,
acides organiques, cétones, terpeénes

composés azotés, H,S, mercaptans, sulfures

organiques, aldéhydes, acides organiques
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L analyse de ce tableau met en exergue que les effluents gazeux émis par le secteur du
traitement des déchets contiennent une large gamme de composés volatils (oxygénés, azotés
et soufrés) dont certains, tels que les composés soufrés, ont un potentiel odorant élevé
(Canovai et al.,, 2004 ; Fanlo, 2005 ; Legrand, 2011). A titre d“illustration, les émissions
odorantes d“un équarrissage, provenant du mélange des gaz de cuiseurs et de la ventilation des
stockages sont effectivement composés d“amines, d“acides gras volatils et de composés
soufrés dont I“H»S et les mercaptans.

Dans le cadre de travail de cette thése, les émissions gazeuses issues du secteur industriel de
traitement des déchets feront donc 1“objet d“une attention particuliére. Pour une meilleure
lisibilité, les émissions issues des déchets a 1“¢tat liquide et a 1"¢tat solide sont différencices et

seront détaillées dans le paragraphe suivant.

1.3.2. Emissions de composés odorants issus du traitement de déchets

liquides

1.3.2.1. Les eaux usées

Différents processus chimiques (oxydo-réduction) et/ou biologiques (dégradations,
fermentations) induisent la formation de molécules odorantes. Les composés généralement
émis sont des composés soufrés réduits et azotés (dégradation des acides aminés). Leur
émission est favorisée par différents facteurs tels que le temps de séjour, la charge organique
etc. Les mauvaises odeurs sont généralement percues au niveau du réseau d“assainissement et

au niveau des installations de traitement.

e Les réseaux d’assainissement

Dans les réseaux d“assainissement et en particulier au niveau des postes de relevage, le sulfure
d“hydrogene (H,S) est le composé majoritairement €mis, le niveau de concentration pouvant
atteindre 100 mg.m™ alors que la concentration des mercaptans dans 1“air ambiant n“excéde
pas 0,1 mg.m™ (Desauziers et al., 2006). L ammoniac est a une concentration de 5 mg.m™.

Les teneurs de ces produits sont trés variables, car elles dépendent de la charge initiale en
maticres fermentescibles, et de leur nature. Il faut toutefois noter que 1“écoulement sans

brassage des effluents limite 1“émission de 1“H,S (gaz dissous) (Guillot et al., 2000).

A. Soupramanien — These ED SPIGA — Nantes/Ales — 2012 Page 33



Chapitre 1 : Synthese bibliographique

e Les stations d’épuration d’eaux usées urbaines et industrielles

Par l'intermédiaire de leurs sous-produits d'épuration (graisses, boues), les eaux usées
urbaines et industrielles chargées en matiéres organiques (composés azotés, soufrés et
phosphorés), peuvent induire la formation d'odeurs désagréables suivant un processus
biologique de fermentation qui se déclenche en milieu réducteur (Desauziers et al., 2006).

Les principaux composés soufrés émis par les stations d“épuration sont 1“H,S, les mercaptans
ainsi que les sulfures et disulfures organiques. Lorsque la septicité de 1'effluent ou du dépot
organique est atteinte, les bactéries réduisent facilement (potentiel redox normal de -200 a -
300 mV) les sulfates et les composés organiques soufrés en H,S majoritairement et en
sulfures organiques (mercaptans, sulfures) dont leur émission génere de mauvaises odeurs.
Les composés azotés dont I'ammoniac, les amines, 1'indole et le scatole proviennent de 1'urine
(composés azotés majoritaires : urée (25 g.L) et créatinine (1,5 g.L™') et de la dégradation
biologique en anaérobiose des protéines et des acides aminés (acide aminé tryptophane)
(Desauziers et al., 2006). D'autres composés odorants tels que les Acides Gras Volatils
(AGV), aldéhydes, alcools ou cétones sont également responsables de nuisances odorantes.
Les zones de la station d“¢éuration les plus odorantes sont 1“arrivée des effluents, surtout si la
température extérieure est élevée, et les zones d“épaississement et de déshydratation des

boues.

1.3.3. Emissions de composés odorants issus du traitement de déchets

solides

e Les ordures ménagéres
L analyse du biogaz issu de la dégradation anaérobie des déchets d“ordures ménageres (Allen

et al., 1997 ; Parker et al., 2002 ; Chiriac, 2004) recensent plus de 500 composés : composés
oxygénés (alcools, acides organiques), azotés (amines) et soufrés (H,S, mercaptans, sulfures
organiques). Ces composés soufrés présents dans le biogaz proviennent de la dégradation des
acides aminés soufrés (cystéine, méthionine). La composition du biogaz peut varier d“un site a
I“autre car elle dépend de la nature et de la composition du déchet déposé au Centre
d“Enfouissement Technique (CET) et des processus chimiques et biologiques se déroulant au

sein de la décharge.
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L“analyse de gaz de fermentation d“ordures ménageres en France a mis en évidence la
présence d“ammoniac (0,1 a 5 mg.m'3 ), de dérivés aminés (3 a 32 mg.m'3) et d“acools,
aldéhydes et cétones (4 4 25 mg.m™) (Fanlo, 2005). Le biogaz émis par un CET situé a
Majorque est également composé d,,aldéhydes (65 4 98 pg.m™), de cétones (78 a 129 ug.m™),
d,.alcools (67 a 78 pug.m™), mais également d“esters (25 4 33 pg.m™), d,,alcanes (19 4 62 pg.m’
%), de terpénes (1,4 a4 2,4 pg.m™) et de composés soufrés réduits (2,6 4 4,2 pg.m™) (Gonzales
etal., 2012).

En revanche, 1“analyse du biogaz émis par un CET d“Helsinki en Finlande met en évidence
que le principal composé odorant émis est I"H,S a une concentration de 600 mg.m™ (Arnold
et al., (2008)).

D*autres constituants gazeux (N,, Hy, CO) peuvent étre détectés sous forme de traces dans le
biogaz (de 1“ordre de 0,1 a 3% vol/ vol du gaz sec), (Bayard et al., 2010). La valorisation d“un
biogaz peut étre effectuée si la teneur en méthane dépasse 60% et la teneur en H,S n“excede

pas 1%.

e Les élevages intensifs
Les ¢élevages intensifs sont a 1“origine de pollutions odorantes qui sont liées, soit au

fonctionnement du site d“élevage, soit a 1“épandage ou au traitement des déjections aqueuses
ou solides. Tous les types d“élevage sont concernés par ce probleme : ovins, bovins, porcs,
volaille etc. La caractérisation des émissions odorantes des élevages a permis d“inventorier
soixante-quinze composés différents appartenant aux trois familles chimiques de composés
malodorants (Sheridan et al, 2004 ; Rappert et Miiller, 2005, Schafer et al., 2010). Plus
spécifiquement, les porcheries générent des flux de mercaptans, d“aldéhydes, d“acides gras
volatils (propionique et butyrique), et d“alcools alors que les disulfures et la triméthylamine
sont dominants dans les effluents gazeux issus de lisiers de porc.

La température influe beaucoup sur les teneurs en molécules odorantes qui sont, en moyenne,
multipliées par deux lorsque la température augmente de 15 a 23°C. Les niveaux de
concentration d**hydrogéne sulfuré et d“ammoniac sont de 1ordre de 20 mg.m™, les autres

produits d“environ 100 pg.m™ (Fanlo, 2005).

e Les équarrissages

Les émissions gazeuses des industries liées au traitement des sous-produits d“animaux sont

représentées sur la figure 2 :
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Figure 2 : Concentration de produits odorants dans les industries de transformation de carcasses d“animaux, en

mg/m’ (Fanlo, 2005).

D*“apres la figure 2, les gaz de cuisson de ce type d“industrie semblent contenir

majoritairement des molécules azotées et soufrées. Néanmoins, suivant 1“activité du site, la

composition de ce type de gaz varie (figure 3).

autres
oxygénés
6%

i azotés
cétones 6%

9%_\ i

Figure 3 : Composition des effluents gazeux (gaz de cuisson) de deux centres d““équarrissages (Legrand, 2011).

soufrés—
3%

De plus, sur un site industriel type équarrissage, les teneurs en composés odorants peuvent
varier de fagon importante suivant [“activité¢ des ateliers (figure 2) : les teneurs en composés

odorants des gaz de cuisson différent fortement (d“un facteur 10 a 500 selon les familles
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chimiques de composés) de celles mesurées au sein des effluents de ventilation des ateliers
(Fanlo et al., 2005).

Méme si 1“hydrogeéne sulfuré est présent dans les gaz issus des équarrissages (Haug, 1993 ;
Rappert et Miiller, 2005), la plupart des études s“accorde sur le fait que les sulfures
organiques tels que les mercaptans, le Diméthylsulfure (DMS) ou le Diméthyldisulfure
(DMDS), sont les composés odorants les plus caractéristiques de [“odeur associée a un centre

d“équarrissage (Fanlo, 2005 ; Legrand, 2011).

e Le compostage

Globalement, les effluents de compostage sont souvent définis par des débits élevés contenant
une large gamme de composés volatils variés, la plupart en trés faibles concentrations. Trois

familles chimiques de composés peuvent étre mises en évidence (figure 4) (Cabrol, 2010) :

> L“ammoniac émis, a la plus forte concentration (40 mg.m™) lors du compostage
aérobie de déchets organiques variés contenant des boues d“éuration (Pagans et al.,
2006 ; Bouchy et al., 2007).

» Les composés soufrés avec les DMS et DMDS qui sont les composés odorants les plus
caractéristiques de 1“odeur associée au compostage de déchets organiques (Smet et al.,
1999 ; Kim et al., 2005 ; Mayrhofer et al., 2006 ; Bouchy et al., 2007 ; Cabrol, 2010).
Ils représentent 35 a 40% des composé€s €mis.

» Les composés oxygénés tels que les aldéhydes (butyraldéhyde, isovaleraldehyde) ou
les cétones (méthyl éthyl cétone) ont une contribution a 1“odeur plus faible que celle
des soufrés, mais ils peuvent participer a une impression générale désagréable en
mélange avec d“autres composés odorants (Rosenfeld et al., 2004 ; Rappert et al.,

2005).
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Aldéhydes ™A Soufrés

et Cétones__ 270 4% Ethyl H,S
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Lol >
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Figure 4 : Composition d“effluents gazeux émis par huit installations de compostage de boues d“épuration

(Cabrol, 2010).

e Conclusion

Ces composés soufrés ayant un impact odorant fort nécessitent donc une attention particuliére
dans le cadre de la gestion des nuisances odorantes générées par ce secteur du traitement des
déchets en général et des équarrissages en particulier.

A ce jour, les problémes d“odeurs s“inscrivent dans un contexte réglementaire qui se durcit
méme si la législation est encore relativement floue. Du fait de [“extrfme diversité des
polluants atmosphériques, et de 1“absence d“inventaire exhaustif des risques sanitaire et
environnemental, il est difficile d“établir des seuils de concentrations admissibles (Hamer,

2003 ; Cabrol, 2010).
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1.4. Réglementation sur les Odeurs

La notion de nuisances odorantes est apparue trés tot, dés le développement d“activités
industrielles. En France, la loi du 19 juillet 1976 relative aux installations classées pour la
protection de 1“environnement définit le cadre réglementaire pour la réduction des nuisances.
Cet intérét vis-a-vis des nuisances et des mauvaises odeurs s“est accéléré ces dernicres années
avec les concepts de bien-étre et de qualité de vie. Les arrétés ministériels, circulaires et

instructions techniques décrivent des dispositions de plus en plus précises et contraignantes.

e A P’échelle internationale

Signée par 34 pays de 1“Union Européenne, la convention de Genéve sur la pollution
atmosphérique est entrée en vigueur en 1983. Celle-ci se décline en plusieurs protocoles
internationaux comme celui de Goteberg en 1999 fixant des plafonds d*“émissions de polluants

dans [“atmosphere.

e A I’échelle européenne

La directive du 23 octobre 2001, revue en 2005 par la National Emissions Ceilings (NEC),
fixe des objectifs a atteindre a 1“horizon 2020, notamment en fixant des plafonds de réduction
d“émissions de SO, (72%), NOx (60%), NHs (27%), Composés Organiques Volatils Non
Méthaniques (COVNM) (51%), et particules (59%) (IFEN, 2006, Cabrol et al., 2011).

De plus, des directives européennes spécifiques réglementent les rejets gazeux des activités
industrielles, telles que les industries utilisatrices de solvants (1999/13/CE), de combustion
(01/81/CE) et 1“incinération de déchets (2000/76/CE).

D*autres directives limitent les valeurs de polluants dans 1“air ambiant (exemple, directive

2004/107/CE pour les hydrocarbures aromatiques ou 1999/30/CE pour les oxydes d“azote)

e A I’échelle nationale

La loi du 30 décembre 1996 sur [“air et 1“utilisation rationnelle de [“énergie (dite « loi LAURE
96-1236 ») intégre la notion de nuisances odorantes dans I1“article L. 220-2 du code de
I“environnement qui stipule : « Constitue une pollution atmosphérique [...] 1“introduction par
I“homme, directement ou indirectement, dans 1“amosphére et les espaces clos, de substances
ayant des conséquences préjudiciables de nature a [...] provoquer des nuisances olfactives

€XCeSSIVES ».
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En application de la directive européenne de 2001, la France a du mettre en place un
programme de réduction des émissions de 20% de polluants (SO,, NOx, COVNM, NH3) dans
I“atmosphere en 2003 (jusqu“en 2020) (CITEPA, 2006).

L« atticle 29 de 1“arrété ministériel du 2 février 1998, réglemente les émissions gazeuses des
Installations Classées pour la Protection de 1“Environnement (ICPE), en incluant une étude

d“impact environnemental comportant un volet « odeur ». En effet :

» Le niveau d“odeur est défini conventionnellement comme « ...étant le facteur de
dilution qu’il faut appliquer a un effluent pour qu’il ne soit plus ressenti comme
odorant par 50% des personnes constituant un échantillon de populations... »

» Le débit d“odeur est défini conventionnellement comme étant « ... le produit du débit
d’air rejeté, exprimé en m>h”', par le facteur de dilution au seuil de perception,

., e 3
exprimé en nombre d’unités d’odeur par m’... »

Les installations susceptibles de générer des nuisances odorantes par le traitement de déchets
ne sont pas soumises a autorisation et sont ainsi réglementées par des arrétés sectoriels.
Dans le cadre de cette thése, nous nous intéresserons plus particulierement aux émissions

odorantes par les équarrissages.

1.4.1. Législation appliquée aux émissions d’équarrissages

Pour les équarrissages, la réglementation est fixée par 1“arrété ministériel du 12 février 2003
remplacé par celui du 25 avril 2008. 11 stipule de maniére générale (article 3) que 1“installation
doit étre implantée a au moins 200 metres des habitations occupées par des tiers ou des locaux
habituellement occupés par des tiers, des stades ou des terrains de camping agréés ainsi que
des zones destinées a 1“habitation par des documents d“urbanisme opposables aux tiers [...].

L= artticle 11 précise que les aires de réception et les installations de stockage des cadavres,
déchets et sous-produits d“origine animale doivent étre sous batiment fermé pour limiter les
dégagements d“odeurs a proximité de 1“établissement, notamment par 1“installation de portes
d“acceés escamotables automatiquement. Ces aires doivent également étre étanches et
aménagées de telle sorte que les jus d“écoulement des cadavres, déchets et sous-produits
d“origine animale ne puissent rejoindre directement le milieu naturel et soient collectés et

traités.
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L«atticle 28 établit un descriptif sur le traitement des effluents et conditions de rejets.
Concernant la dispersion des émissions odorantes, 1'exploitant doit s'assurer que la dispersion
des émissions odorantes, I'exploitant doit s'assurer que la concentration d'odeur calculée dans
un rayon de 3 kilométres par rapport aux limites de l'installation ne dépasse pas 5 UOg.m™,
plus de 175 heures par an pour les installations existantes ou plus de 44 heures par an pour les
installations nouvelles.

Enfin, afin d“améliorer la prévention et d“assurer un meilleur suivi des nuisances odorantes,
les exploitants des installations qui rejettent une concentration d“odeurs a 1“émission
supérieure & 100000 U Og.m™ ou qui font I“objet de nombreuses plaintes sont contraints de
disposer d“un observatoire des odeurs.

Méme si les modifications de procédés ou d“équipement constituent une alternative de choix
pour la réduction des émissions de composés odorants, il reste souvent indispensable de traiter
ces émissions gazeuses malodorantes par des procédés adaptés aux caractéristiques de ces

gaz.
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1.5. Procédés de traitement des effluents gazeux malodorants

Il existe différentes technologies de traitement de telles émissions. L efficacité et la rentabilité
d“un procédé dépendent des spécificités propres au gaz a traiter (gammes de débits,
concentrations et nature chimique des polluants) et les particularités du site de production
(surface disponible). Le choix final est basé sur des considérations physico-chimiques qui
déterminent la faisabilité technique du procédé, ainsi que sur des criteres €économiques tels
que les cotits d“investissement et de fonctionnement du procédé.

L*évaluation vers un procédé de traitement se fait donc au cas par cas. Néanmoins, des
indications permettent de mieux cerner aussi bien les domaines d“applicabilité des différentes

techniques (figure 5) que leurs cotits respectifs.
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Figure 5 : Domaines d“application des techniques de traitement d“odeurs (Delhoménie et Heitz, 2005).

Les procédés de traitement par absorption, adsorption et par voie biologique apparaissent
appropriés au traitement des émissions industrielles du secteur des déchets caractérisées par
des débits compris entre 1000 et 100000 Nm®.h™" et contenant des teneurs faibles en polluants
(généralement inferieures & 1 g.Nm™). C*est pourquoi ils seront particuliérement développés

par la suite.
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1.5.1. Absorption

Cette technique consiste en un lavage chimique des gaz (Kohler, 1985 ; Waltrip et al., 1985 ;
Manero, 1995). Le transfert est généralement favorisé par la présence d'une réaction chimique
(Pope et al., 1980 ; Abe et al., 1982 ; Le Goallec et al., 1991).

Ce procédé conduit au transfert des composés odorants de la phase gazeuse vers une phase
liquide (Roustan, 2006). Ce transfert s“opére dans des contacteurs gaz-liquide. Le lavage
chimique comprend généralement trois phases distinctes : un lavage en milieu acide (pH < 3)
employant de [“acide sulfurique et permettant 1“élimination de 1“ammoniac et des composés
azotés par formation de sulfate d“ammonium ; un lavage oxydo-basique (pH = 9) permettant
I“élimination des composés soufrés H,S, (CH3),S, CH3SH par oxydation chimique en milieu
alcalin (le lavage basique oxydant au chlore est le plus répandu) et enfin un lavage basique (pH =
11) a la soude permettant 1“élimination des molécules organiques restantes tels les acides
organiques, les aldéhydes, les cétones (Smet et Van Langenhove, 1998 ; Busca et Pistarino,
2003). C“estaussi au cours de cette étape que les composés soufrés résiduels (mercaptans)
sont éliminés.

L“mtérét de cette technique est de ne pas €tre sensible aux variations de débit et de charge. En
outre, elle permet d“atteindre des rendements de 1“ordre de 99% pour I"“hydrogene sulfuré,
95% pour les mercaptans, et de 93% pour 1“ammoniac. Elle permet de traiter des effluents a
forts débits (entre 1000 et 100 000 m>.h™") et faibles concentrations de polluants (jusqua 500
mg.m™). Cette technique peut étre utilisée dans le cadre de traitement de gaz odorants issus de
station d“épuration d“eaux usées (Van Groenestijn et Kraakman, 2005) ou encore
d“équarrissages (Bourcier, 2005). Sur les plateformes de compostage, la multitude de
composés variés présents en mélange dans les effluents malodorants nécessite 1“association de
plusieurs tours de lavage en série traitant chacune une famille de composés (Easter et al.,
2005), comme mentionné ci-dessus.

Le principal inconvénient du traitement par absorption est li¢ a son colt de fonctionnement
¢levé (consommation de réactifs chimiques, pertes de charge, pH) (Roustan, 2006). De plus,
le lavage physico-chimique induit des risques liés a 1“utilisation et au stockage de ces réactifs
et génére des effluents liquides nécessitant des traitements adaptés (Delhoménie et Heitz,

2005).
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1.5.2. Adsorption

Elle a pour objectif de piéger le composé odorant sur une phase solide. De trés nombreux
matériaux d'origine naturelle ou synthétique ont ét¢ mis en ceuvre (Bansal ef al., 1988).
Différents types d“interactions a la surface du matériau peuvent étre différenciés, soit
physique (établissement de liaisons de faible énergie ou force de Van der Waals) ou chimique
(établissement de liaisons covalentes) (Le Cloirec, 2003). Le matériau adsorbant le plus utilisé
dans les procédés industriels de désodorisation est le charbon actif, mais il existe aussi les
argiles, des gels silice ou des résines de zéolites (Jeon et al., 2011). Cette technique s“avere
particuliérement adaptée au traitement d“effluents a forts débits (jusqu™a 100 000 m.h™") et
faibles concentrations de polluants. C*“est aussi une des seules technologies applicables a des
débits tres faibles.

A titre d“exemple, ce procédé a été utilis€é par un industriel d“un site d“équarrissage.
L*“équipement des camions de collecte avec des filtres de charbon actif permet de réduire les
nuisances odorantes engendrées par le passage de ces derniers en ville (Fanlo, 2006).
L*adsorption n“est pas adaptée au traitement d“effluents chauds (> 55°C) et humides (> 50%

d“humidité relative), en raison de phénomeénes de compétition avec 1“eau (Fanlo, 2005).

1.5.3. Les procédés biologiques a biomasse fixée

Trois types de procédés biologiques de traitement de gaz se distinguent suivant le caractére

mobile ou statique de la phase aqueuse et de la biomasse (tableau 3).

Tableau 3 : Les procédés biologiques (Diks et Ottengraf, 1991).

Phase aqueuse
Biomasse
Mobile Statique
Biomasse en suspension Biolaveur -
Biomasse immobilisée Filtre percolateur Biofiltre

La biofiltration est, a ce jour, la technique biologique ayant fait 1“objet du plus grand nombre

d“installations industrielles.
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1.5.3.1.  Principe
Les biotechniques sont des traitements basés sur une réaction d'oxydation exothermique des

composés par des micro-organismes en présence d'oxygene, celle-ci conduisant a la formation

de biomasse, d“eau et de produits minéraux (Eq.2).

(2)  Polluants + O, —2<=2"8""s s Biomasse + CO, + H,O + chaleur + minéraux

Quel que soit le procédé biologique mis en ceuvre, le traitement s'effectue en deux étapes :

» Une étape d'absorption des composés gazeux dans une phase liquide ou au sein d“un
biofilm.

» Une étape de biodégradation en milieu aérobie des polluants présents en solution ou
dans le biofilm. Ces polluants sont utilisés comme sources de carbone et d'énergie par

les micro-organismes.

La cinétique globale est imposée par 1“étape limitante, et influencée par de nombreux facteurs

(Malhautier et al., 2005 ; Kennes et al., 2009 ; Mudliar et al., 2010) :

Les caractéristiques des polluants (transfert, biodégradabilité).
Les caractéristiques de la biomasse (densité, diversité, structure, activité, fonction).

Les caractéristiques de la charge (concentration, temps de séjour).

vV V VYV VY

Les caractéristiques opératoires du biofiltre (pH, température, oxygene, éléments

nutritifs, matériau support).

Les procédés biologiques sont largement utilisés dans le traitement des effluents gazeux
malodorants. Ils apparaissent effectivement plus appropriés que les méthodes physico-
chimiques (adsorption, absorption) pour traiter des gaz pollués dont les débits sont élevés
(plus de 100 000 m’.h™") et la teneur en polluant faible, de quelques pg.m™a 5 g.m™ (Devinny
et al., 1999 ; Fanlo, 2005 ; Kennes et al., 2009). En effet, un de leurs principaux avantages est
d'aboutir, sous réserve d'une bonne gestion, a une destruction des molécules et non a un

déplacement de la pollution.
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Cette technique apparait également particulierement intéressante par le spectre treés large de
composés odorants qu'elle permet d'éliminer, par sa relative simplicité de mise en ceuvre et
par ses colits d“investissement (8000 € a 55000 €) et de fonctionnement (2000 € a 8000 €)
modérés par m>.h” (Delhoménie et Heitz, 2005), comparés aux techniques de traitement

physico-chimique (figure 6), (Delhoménie et Heitz, 2005 ; Prado et al., 2009 ; Schulz, 2009).

Biolavage

Coiits de fonctionnement

v

Coiits d’investissement

Figure 6: Comparaison des technologies de traitement de gaz selon leurs coits de fonctionnement et

d“investissement (Cabrol, 2010).

Les procédés biologiques font 1“objet d“une recherche particulierement active visant a
améliorer les performances de ces bioréacteurs par une meilleure compréhension des
mécanismes biologiques de dégradation des composés odorants. Le travail réalisé dans le
cadre de cette thése s“inscrivant dans cette optique, les procédés biologiques seront donc plus

particulierement développés dans la partie suivante.

1.5.3.2. Le biolaveur

Dans le cas du biolaveur (figure 7), la biomasse est en suspension dans le liquide de lavage.
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Figure 7 : Principe de fonctionnement d*“un biolaveur.

Les deux étapes de transfert des polluants de la phase gazeuse dans la phase liquide et de
dégradation de ces derniers sont réalisées dans deux compartiments différents (Thalasso et al.,

1995) :

» Une tour de lavage permettant le transfert de masse du polluant de la phase gazeuse
dans la phase liquide.
» Un réacteur biologique dans lequel les polluants, une fois transférés dans le liquide,

sont consommes par la biomasse (Mudliar et al., 2010).

L*eau est généralement utilisée comme liquide de recirculation (Van Groenestijn et al., 1993)
mais peut étre remplacée par des émulsions eau/huiles minérales. Cette phase liquide circule
en continu entre le réacteur biologique et la colonne d“absorption via un décanteur séparant la
biomasse du liquide de lavage. La présence du décanteur n“est pas obligatoire mais son rdle

permet de régénérer la phase liquide afin d“éviter 1“accumulation de sous-produits
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(potentiellement toxiques) et de biomasse (risque de colmatage) dans le liquide de lavage
(Kennes et al., 2009).

L*“inconvénient majeur de ce type de procédé est la production de boues excédentaires qu“il
est nécessaire d“éliminer (Delhoménie et Heitz, 2005).

Ce procédé est particulierement adapté au traitement de composés volatils trés solubles dans
I“eau (alcools, cétones) avec un coefficient de Henry (a température constante et a saturation,
la quantité de gaz dissoute dans un liquide est proportionnelle a la pression de ce gaz excercé
au dessus de ce liquide) relativement bas (< 0,01), et & des concentrations élevées pouvant

atteindre 5 g.m” (Burgess et al., 2001 ; Delhoménie et Heitz, 2005).

1.5.3.3.  Le filtre percolateur

Un filtre percolateur est un réacteur dans lequel la phase aqueuse est mobile et la biomasse
immobilisée sur un support généralement constitu¢ de matériaux synthétiques a fort degré de
vide (anneaux de Raschig, de Pall, Tellerette, etc.). Les supports en vrac ou ordonnés peuvent
étre utilisés. L*absorption du polluant et la régénération de la phase liquide ont lieu dans le

méme réacteur (figure 8).
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Figure 8 : Principe de fonctionnement du filtre percolateur.
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Le garnissage étant inerte, un apport minéral dans la solution aqueuse est indispensable (N, P,
K, et oligo-¢léments) a la croissance et a 1“activité de biodégradation des microorganismes
(Cox et Deshusses, 1998 ; Mudliar et al., 2010).

Un lit bactérien peut fonctionner aussi bien a co qu“a contre-courant de la phase aqueuse,
celle-ci étant introduite par le haut de la colonne et circulant par gravité. L“eau contenant les
¢léments nutritifs dissous est distribuée de maniére continue et uniforme sur le garnissage.
Cette phase liquide permet 1“absorption des polluants présents dans 1“effluent gazeux a traiter,
de 1“oxygeéne et leur transport jusqu“au biofilm ou les molécules sont éliminées par des
réactions biologiques aérobies. Ce type de procédé est plus récent que la biofiltration et adapté
au traitement de polluants hydrophiles (Santos et al., 2007), a des concentrations de 1“ordre du
g.m'3 (Fanlo, 2005 ; Iranpour et al., 2005). De plus, le contrdle de certains parametres
opératoires (pH, nutriments) a travers la phase liquide (Delhoménie et Heitz, 2005 ; Iranpour
et al., 2005) est facilité.

Le filtre percolateur, comparativement a la biofiltration, est peu utilisé sur le plan industriel.
Néanmoins, des travaux menés a 1“échelle du laboratoire (Tsang et al., 2008 ; Guang-hui et
al., 2007 ; Kim et al., 2005) montrent que le filtre percolateur présente des potentialités
prometteuses pour traiter des composés présentant une moyenne solubilité dans [“eau.
Toutefois, la formation de la biomasse sur le garnissage inerte doit étre contrdlée pour limiter
I“augmentation de pertes de charge et le risque de colmatage, a 1“onigine d“‘une augmentation
des colts énergétiques de fonctionnement (Fanlo, 2005). Pour pallier cet inconvénient,
différents types de méthodes de contrdle de la biomasse sont envisageables (Song et Kinney,
2000 ; Cai et al., 2004 ; Van Groenestijn et Kraakman, 2005 ; Kim and Sorial, 2007 ; Kennes
et al., 2009) :

» Agitation mécanique.

» Appauvrissement de la solution nutritive.

» Périodes de jeline, lavage a contre courant.

» Alternance de flux ascendant et descendant.

» Ajout de fortes concentrations de sels, de biocides chimiques ou de prédateurs

biologiques.
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1.5.3.4. Le biofiltre

Cette technique consiste a forcer le passage du gaz a traiter au travers d“un matériau de
garnissage (tourbe, compost, coquillage, etc.) humide sur lequel sont fixés les micro-
organismes ¢épurateurs (biofilm) (figure 9). La biofiltration est a ce jour la technique
biologique ayant fait [“objet du plus grand nombre d“applications industrielles (Fanlo, 2005 ;
Le Cloirec, 2006 ; Schulz, 2009).
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Figure 9 : Principe de fonctionnement d“un biofiltre.

La technique de biofiltration est une technique ancienne dont le principe a été appliqué au
cours des années 1950 aux Etats-Unis dans le cadre de traitement d“effluent gazeux
malodorants (Pomeroy, 1957 ; Fanlo, 2005). Elle est largement utilisée dans les années 1980-
1990, notamment aux Pays-Bas et en Allemagne (Van Groenestijn et Kraakman, 2005).

Sur site industriel, la taille des biofiltres varie de 10 a 3000 m’ , sur une hauteur de 0,5 42 m

(Delhoménie et Heitz, 2005 ; Iranpour et al., 2005 ; Cabrol, 2010). Le temps de séjour du gaz
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a traiter varie généralement de 30 a 120 s, avec une valeur standard de 60 s (Easter et al.,
2005 ; Le Cloirec, 2006).

Les générations actuelles de biofiltres (biofiltres clos), qui remplacent largement les biofiltres
ouverts, permettent d“obtenir des abattements importants, grace a une meilleure maitrise des
parametres opératoires et en particulier du taux d“humidité. La majorité des biofiltres installés
sur site (78%) est utilisée pour le traitement de composés odorants, quelques unités (8%) sont
mises en ceuvre pour des traitements mixtes (COV, composés odorants) et d“autres (14%)
pour le traitement exclusif de COV.

Du fait de I“humidification partielle des biofiltres, la biofiltration est particulierement adaptée
au traitement des composés hydrophobes tels que les Composés Soufrés Réduits (CSR),
contrairement aux procédés biologiques caractérisés par une phase aqueuse mobile
(Delhoménie et Heitz, 2005 ; Santos et al., 2007 ; Cabrol, 2011a).

La croissance des microorganismes sous forme de biofilm sur le garnissage généralement de
nature organique (compost, fibre de coco, écorces de pin, etc.) confere des avantages par

rapports aux systémes planctoniques (Costerton et al., 1994 ; Lazarova et Manem, 1995) :

» Densité locale de micro-organismes.
» Activité métabolique accrue.

» Protection contre des éléments toxiques ou inhibiteurs.

Ces biofilms (figure 10) sont des formations cellulaires hautement structurées, au sein
desquelles des cellules microbiennes sont englobées dans une matrice complexe d“Exo-
PolySaccharides (EPS). L'organisation, la forme, la densit¢ de ces assemblages supra-
cellulaires sont une réponse aux variations des conditions environnementales (Atlas et Bartha,
1997 ; Cohen, 2001 ; Tresse et al., 2003). La formation des biofilms constitue donc une
stratégie privilégiée de survie développée par les microorganismes (Cresson, 2006). De plus
la structure microporeuse du biofilm permet en outre d“évacuer les éventuels composés
toxiques générés au cours de la dégradation (Méller et al., 1996 ; Tresse et al., 2003). La
matrice EPS peut également constituer une source de carbone et d“énergie alternative en cas

de limitation en substrat (Cabrol, 2010).
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Figure 10 : Mécanismes de la biofiltration (Cabrol, 2010).

Les microorganismes impliqués dans la dégradation des composés malodorants sont
essentiellement des bactéries. Des champignons filamenteux et des levures peuvent également
utiliser ces composés comme source de carbone et d“énergie.

Généralement, les micro-organismes proviennent d“échantillons de biomasse prélevés sur des
unités de traitement d“effluents urbains ou industriels comme par exemple les boues activés. 11
s“agit en effet d“une source aisément disponible caractérisée par une grande diversité de
micro-organismes (Cabrol et Malhautier, 2011b). L*adaptation préalable d“une microflore aux
composés a dégrader peut permettre d“accélérer le démarrage du biofiltre (Leson and Smith,

1997).

1.5.4. Paramétres opératoires

Des parametres opératoires sont a prendre en compte pour assurer un fonctionnement optimal
de ces procédés biologiques. Les travaux étudiant 1“influence de ces différents parametres
opératoires sur les performances de ces bioréacteurs se focalisent essentiellement sur la

biofiltration qui a fait 1“objet du plus grand nombre d*“applications a 1“heure actuelle.
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1.5.4.1. Prétraitement du gaz

Le fonctionnement d“un procédé biologique peut étre affecté par la présence de particules
dans le gaz (poussieres, graisses ou résines), a l“origine de problémes de colmatage du
matériau filtrant dans le cas du biofiltre ou du lit percolateur ou du systéme de distribution de
gaz (Dharmavaran et al., 1993). Dans de tels cas, il est nécessaire d“envisager une préfiltration

du gaz, plus particuliérement lorsque la concentration de poussiéres dépasse 10 4 20 mg.m™.
1.5.4.2. Nature du matériau support

Dans le cas de la biofiltration, les caractéristiques du matériau support ont une influence sur
les performances atteintes par le procédé et également sur les colits d“investissement et de
fonctionnement du biofiltre (Maestre et al., 2007 ; Gaudin et al., 2008). Une grande variété de
matériaux de garnissage (tourbe, compost, boues granulaires, plaquettes papetieres, écorces de
pin, fibre de coco, roche volcanique, charbon actif, matériaux synthétiques) sont disponibles
et leur influence sur les performances épuratoires a largement été démontrée a 1'échelle du
laboratoire (Wani et al, 1998 ; Barona et al, 2004 ; Ding et al, 2007 ; Maestre et al, 2007 ;
Alvarez-Hornos et al, 2008). La nature du matériau de garnissage exerce ¢galement une
influence sur la structure de la communauté, sa diversité et sa stabilité (Friedrich et al, 1999 ;
Steele et al, 2005 ; Ding et al, 2008). Certains matériaux peuvent tre associés en mélange
pour combiner différents avantages : 1“un apportant la diversité bactérienne et les nutriments,
I“autre permettant une structuration du lit (écorces de pin, sphéres de polystyréne) (van
Groenestijn et Hesselink, 1993 ; Delhomenie et heitz, 2005 ; Malhautier et al., 2005 ; Mathur
et al., 2007). L “influence du matériau sur le fonctionnement du biofiltre dépend de ses
propriétés physico-chimiques et hydrodynamiques (Gadal-Mawart, 2012). Les principales

caractéristiques a prendre en compte pour la sélection d*‘un support approprié sont :

o la surface spécifique et la porosité qui améliorent la surface d“échange entre la phase

gazeuse et la phase liquide, et qui accroissent les possibilités de micro-niches (Cabrol

etal., 2011a).

e La colonisation endogéne qui fournit une source de biomasse initiale (Goving et

Narayan, 2005 ; Shareefdeen et al., 2005). Celle-ci est en partie reliée a 1“efficacité
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d“¢limination des polluants au sein du biofiltre et permet ¢galement une adaptation

plus rapide de la communauté au gaz a traiter (Sakuma et al., 2006).

e Le pH qui doit étre maintenu stable et a des conditions favorisant le développement
des communautés bactériennes permettant la dégradation des polluants (Kim et al.,
2000 ; Soupramanien et al., 2012). Il peut également influencer grandement la
composition (structure/diversit¢) de la communauté bactérienne totale au sein du

biofiltre (Friedrich et al., 1999 ; Soupramanien et al., 2012).

e Le pouvoir tampon du matériau permettant une meilleure régulation du pH et en

d“en diminuer les contraintes d“ajustement (Elias et al., 2002 ; Aizpuru et al., 2003).
Ce critere parait intéressant lorsqu”il s“agit de traiter des composés tels que
I“hydrogéne sulfuré et “ammoniac dont la formation de sous-produits de dégradation

induit une diminution du pH.

e La capacité de rétention d’eau permet de maintenir un taux d’humidité constant au

sein du biofiltre favorable au développement du biofilm (Sun et al, 2002 ; Luo et
Lindsey, 2006). Il permet également de réduire les fréquences d“arrosage nécessaires

(Devinny et al., 1999 ; Aizpuru, 2001).

e L’apport de nutriments constitue une source d“énergie complémentaire pour la

biomasse fixée (Malhautier et al., 2005), notamment les matériaux organiques et plus
particuliérement les matériaux lignocellulosiques (Pineda et al., 2004). A 1“¢chelle
industrielle, les nutriments intrins€ques au matériau organique évitent 1“addition

réguliere de nutriments externes (Goving et Narayan, 2005).

e La capacité de sorption : le stockage de substrats en exces et leur relargage en cas de

limitation en substrat, améliorent la résistance aux perturbations (Wani et al., 1998 ;

Chen et al., 2004).

e les pertes de charge, la distribution des temps de séjour

A T"heure actuelle, il est difficile de quantifier 1“influence de chaque critére sur les

performances du biofiltre, ces critéres étant étroitement liés. En plus de ces
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parametres, les critéres d“ordre économique sont également a considérer et plus
particulierement dans le cadre d“une application industrielle : colt et disponibilité
locale ainsi que la durée de vie du matériau. Du fait du nombre de critéres que doit
satisfaire le matériau support et du petit nombre d“études qui abordent la question du
choix du matériau, la sélection de ce dernier reste encore actuellement empirique

(Gadal-Mawart, 2012).

1.5.4.3. Le controle du taux d’humidité

D“un point de vue biologique, I“humidité du lit fixe est 1“un des parameétres les plus
importants en biofiltration. Ainsi, Morales et al. (2003), ont rapporté que 75% des problémes
survenus en biofiltration sont liés a un mauvais controle du taux d“humidité. En effet, s“il est
trop faible, le support se desseche, ce qui est a l“origine de chemins préférentiels de
circulation de 1“effluent gazeux aboutissant a une perte des performances du biofiltre. De plus,
des auteurs ont montré qu“aprés une longue période de sécheresse, des supports initialement
hydrophiles comme la tourbe ou le compost deviennent progressivement hydrophobes et
difficiles a humidifier (Sabo et al., 1993 ; Thompson et al., 1996). D" autre part, un taux
d“humidité trop élevé conduit a la réduction de la surface spécifique disponible pour les
échanges gaz/biofilm et au compactage du support ayant pour conséquences 1“augmentation
des pertes de charge et la création de zones anaérobies. Ottengraf (1986), suggeére de
maintenir le taux d“humidit¢ du support entre 40 et 60%. Le taux d“humidité préconisé est

généralement évalué a 50a 60 % en poids du matériau filtrant (Devinny et al., 1999).

1.5.44. Température

L“mntensité de I“activité microbienne dans un biofiltre dépend de la température. La plupart
des populations microbiennes qui se développent au sein du support de biofiltration sont
mésophiles (Kennes and Thalasso, 1998), ce qui implique que la gamme de températures
préconisées se situe entre 15 et 30°C. La température du biofiltre est essentiellement imposée
par la température du gaz a traiter ; a 1"échelle industrielle, un gaz de process chaud (comme
ceux issus des plateformes de compostage ou d“équarrissage) doit €tre refroidi avant 1“entrée
dans le biofiltre sous peine de voir diminuer les performances épuratoires du systéme (Fanlo,

2005).
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1.5.4.5. pH

D“une manicre générale, les micro-organismes requicrent pour leur développement un pH
proche de la neutralité (Delhoménie et Heitz, 2005). En biofiltration, les supports organiques
utilisés présentent généralement des pH compris entre 6 et 8 (Fanlo et al., 2006). En effet, le
pH a une influence majeur sur les performances de biofiltration (Prado et al., 2006) car il
conditionne 1“état d“ionisation des solutés et leur taux de transfert et le développement de
communautés microbiennes.

Si les différentes especes microbiennes toleérent de larges gammes de pH (entre 2 et 8), elles
n“en sont pas moins sensibles aux variations (Fanlo et al., 2006). Les sous-produits issus de la
biodégradation de polluants peuvent entrainer une acidification du milieu provoquant une
diminution de la diversité microbienne (Sercu et al., 2005 ; Soupramanien et al., 2012). Le pH
sert également d“indicateur de I[“activit¢ microbienne de dégradation des polluants

(Soupramanien et al., 2012).

1.5.4.6. Nutriments

Les microorganismes sont essentiellement composés de carbone, d“oxygene, d“azote,
d“hydmogene, de phosphore et de soufre (Scriban, 1993), il est donc nécessaire que ces
¢léments soient disponibles pour leur développement. Les polluants constituent la principale
source de carbone. Les matériaux organiques peuvent également étre source d'oligoéléments.
A 1'échelle industrielle, leurs présences limitent I'addition réguliére de nutriments externes

(Shareefdeen et al., 2005).
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1.6. Applications des bioprocédés

Le traitement de déchets d“animaux génere des effluents gazeux malodorants a 1“origine d*une
nuisance odorante aupres des populations riveraines des installations. Les émissions odorantes
d“un équarrissage, provenant du mélange des gaz de cuiseurs et de la ventilation des stockages
et des ateliers, sont généralement sous la forme de buées. Un condenseur a ruissellement
d“ecau permet a la fois d“abaisser la température, de condenser les graisses, d“éliminer les
poussieres et de transférer une partie des composés solubles (ammoniac, amine, etc.) dans la
phase liquide (aqueuse). Aprés cette étape, le traitement de ces effluents par biofiltration
permet de dégrader les molécules soufrées, azotées ou oxygénées avant le rejet de 1“air épuré
dans 1“atmosphére. Les pollutions induites (eaux de lavage) sont traitées par une solution
adaptée (station de traitement des eaux usées) et le garnissage du biofiltre communément de
nature organique (tourbe ou écorces) généralement renouvelé tous les deux a trois ans. Méme
si les procédés biologiques sont appropriés pour le traitement de telles émissions, les seuils de
perception des composés odorants, et plus particulierement ceux des composés soufrés (tres
bas), obligent a atteindre des efficacités d“abattement particulierement élevées, faute de quoi
le résiduel de concentration peut étre a 1“origine d“un impact notable sur les populations
riveraines.

Par conséquent, les procédés biologiques font 1“objet, ces derniéres années, d“une recherche
particulierement active visant a améliorer [“efficacité de dégradation de ces Composés Soufrés
Réduits (CSR). En effet, plusieurs auteurs (Rehman et al., 2009 ; Kennes et al., 2009 ; Chung
et al., 2010 ; Legrand, 2011) ont étudié le traitement par biofiltration ou sur filtre percolateur
(Chung et al., 2005 ; Ramirez et al., 2009 ; Arellano-Garcia et al., 2010) d“effluents gazeux
soit mono-composé contenant de I“hydrogéne sulfuré (H,S) ou du diméthylsulfure (DMS) ou
du diméthyldisulfure (DMDS) ou des mercaptans (méthyl et éthylmercaptans) en laboratoire

et sur site industriel, soit complexe (mélange de CSR) (figure 11 et 12).
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Figure 11 : Abattement de composés soufrés réduits seuls et en mélange par biofiltration a 1“échelle du

laboratoire (Rehman et al., 2009 ; Chung et al., 2010) et sur site industriel (compostage, équarrissage) (Iranpour
et al., 2005).
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Figure 12 : Abattement de composés soufrés réduits seuls et en mélange par filtre percolateur a 1“échelle du

laboratoire (Ramirez et al., 2009 ; Arellano-Garcia et al., 2010) et sur site industriel (compostage, équarrissage)

(Iranpour et al., 2005).

Au sein de réacteurs de laboratoire, les performances d“éuration de ces composés en systeéme

mono-polluant sont tres élevées (de 98 a 100%).
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Néanmoins, il convient de noter une difficulté a traiter certains CSR et plus particulierement
le DMS et le DMDS (efficacité¢ d“élimination de 1“ordre 60%) lorsqu®“ils sont présents en
mélange avec 1“H,S (Deshusses et al., 2000 ; Iranpour et al., 2005), autant en laboratoire que
sur site industriel. Ainsi, les travaux menés sur le traitement biologique des composés soufrés
réduits mettent en évidence des résultats plus contrastés en termes de performances de
biofiltres ou de lits percolateurs.

D*apres les données de la littérature (Tang et al., 2008 ; Jiang et al., 2009), [“activité de
dégradation de la communauté bactérienne impliquée directement dans 1“oxydation de ces
composés semble étre étroitement liée aux conditions environnementales (température,
concentrations de polluants, pH, etc.) régnant au sein de ces systémes biologiques. En effet, la
dégradation de I“H,S entrainerait une baisse du pH, a 1%origine d“une inhibition du
métabolisme des communautés bactériennes impliquées dans la dégradation du DMS et du
DMDS.

Les filtres percolateurs sont en général une technologie plus complexe que les biofiltres, mais
s“averent d“une plus grande efficacité. En effet, le controle des paramétres opératoires (pH,
nutriments) est plus ais¢ que dans le cas des biofiltres (Delhoménie et Heitz, 2005 ; Iranpour
et al., 2005), ce qui rend ces systémes plus performants, méme pour des applications

difficiles :

» Composés faiblement biodégradables.
» Fortes concentrations.

> Gaz chauds.

» Gaz chargés en poussieres.

Ainsi, si les opérations de conditionnement des gaz en amont s“avérent souvent nécessaires
sur un biofiltre (humidification, refroidissement ou chauffage, dépoussiérage), elles ne sont
pas obligatoirement requises sur un filtre percolateur. La température du systeéme peut étre
contrdlée par le débit d*eau circulant et les poussiéres ou fines particules sont évacuées par la
purge.

Les filtres percolateurs ont révélé leurs potentialités pour le traitement de polluants produisant
des métabolites acides, tels que HS ou des composés halogénés chlorés. L*“introduction
d“agents de neutralisation dans la solution d“arrosage permet en effet un contréle continu du

pH. Le tableau 4 récapitule les avantages et inconvénients de ces deux procédés biologiques.
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Tableau 4 : Avantages et inconvénients d“un filtre percolateur par rapport a un biofiltre (Delhoménie et Heitz,

2005).

Faibles cofits
d“investissement et de
fonctionnement
Simplicité de mise en
oeuvre

Bonne capacité
d“épuration a faibles
concentrations de
polluants

Pas d“effluents liquides
générés

Cofts de fonctionnement
faibles

Bonnes capacités
d“épuration, méme a
fortes concentrations
Traitement efficace de
composés acides grace au
controle de pH
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Installations de grande
taille

Remplacement du média
filtrant tous les 2 a Sans
performances moindres
dans le cadre du
traitement de
concentrations élevées en
polluants

Humidité et pH plutot
difficiles a controler
Risque de colmatage par
des fines particules
couts d“investissement
plus élevés

Equipement et
maintenance plus
complexes

Risque de colmatage du
garnissage résultant d“un
exces de nutriments ou
lors du traitement de gaz
contenant de fortes
concentrations en
polluants
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1.7. La dégradation biologique des Composés soufrés réduits

Les CSR sont présents dans I“environnement et interviennent au niveau des cycles
biogéochimiques de la matiere. Ces composés peuvent Etre oxydés biologiquement en
aérobiose comme en anaérobiose (Smet et al., 1999). En effet, les bactéries oxydant les
sulfures utilisent des composés soufrés réduits (CSR) comme source de carbone et d“énergie.
Ces bactéries vont pouvoir, par 1“intermédiaire de voies métaboliques aérobies, oxyder les
sulfures pour produire du soufre et des sulfates (Le Cloirec et al., 2004).

Dans le cadre cette étude, les voies de dégradation des microorganismes intervenant dans la
dégradation des CSR et se développant dans des conditions aérobies feront 1“objet d“une

attention particuliere.

1.7.1. Le cycle du soufre

Le soufre se trouve sur Terre dans des dépots volcaniques (soufre natif) et dans des roches
sédimentaires (gypse, sulfures métalliques, gisements de sulfates, etc.). Le cycle du soufre est
un cycle biogéochimique majeur au sein duquel interviennent des bactéries anaérobies et
aérobies. La fermentation anaérobie du soufre permet de convertir les composés organiques
du soufre en H,S. Des bactéries aérobies peuvent oxyder 1“H,S en soufre et en acide

sulfurique. Ces transformations biologiques sont réalisées
» Soit par des réactions d“oxydation-réduction. Les populations identifiées sont :

v’ Les genres Beggiatoa ou Thiothrix (Gide et al., 1981 ; Nelson et al., 1983 ;
Tang et al., 2008) a I“origine de la formation de soufre (Eq.3) :

(3) 2H,S + O, => 2H,0 + 2S

v' Le genre Thiobacillus (Protobacteriaceae y) (Katayama-Fujimura et al., 1983 ;

Tang et al., 2008) qui oxyde le soufre en acide sulfurique (Eq.4) :

“) 2S + 30, + 2H,0 => 2H,S0,

A. Soupramanien — These ED SPIGA — Nantes/Ales — 2012 Page 61



Chapitre 1 : Synthese bibliographique

» Soit par réaction de photosynthése réalisée par Rhodothiobacteriaceae et
Chlorothiobactériaceae (Pelmont, 1993 ; Brune et al., 2000 ; Tang et al., 2008) a

I“origine de la formation de soufre (Eq.5) :

) 2H,S + CO, => (CH,0)* + H,O + 2S + énergie lumineuse

1.7.2. Dégradation biologique de I’hydrogéne sulfuré

Il existe plusieurs genres bactériens connus pour intervenir dans la dégradation de 1“H,S, le
plus connu étant le genre Thiobacillus (Cho et al., 1991 ; Bonnin et al., 1994). Ce sont des
microorganismes autrotrophes qui oxydent I“H>S en S° ou en SO, (Chung et al., 1996).
Généralement, il n“est pas indispensable d“mnoculer le matériau support avec des
microorganismes spécialisés dans la dégradation de ce composé, en raison d“une présence
ubiquitaire de Thiobacillus sp. dans 1“environnement (Herrygers et al., 2000).

L*oxydation de 1“H,S peut s“effectuer sur une large gamme de pH (entre 1 et 8), incluant a la
fois des microorganismes acidophiles ou neutrophiles (Kelly et al., 1989 ; Kasakura et al.,
1995). D™ autres genres bactériens tels que Xantomonas ou Methylophaga sont aussi connus
pour dégrader cette molécule (Ruokojérvi et al., 2001).

De plus, il convient de noter que les bactéries intervenant dans la dégradation biologique de
1“H,S ne sont pas affectées par la présence d“autres composés soufrés lorsqu‘ils sont en

mélange (Zhang et al., 1991 ; Iranpour et al., 2005 ; Chung et al., 2010).

1.7.3. Dégradation biologiques des composés soufrés réduits (CSR)

Parmi les composés soufrés, on trouve des composés volatils a un atome de carbone
(Méthanethiol (MT) ; disulfure de carbone) ou a deux atomes de carbone (Diméthylsulfure
(DMS) ; Diméthyldisulfure (DMDS)) (Le Cloirec et al., 2004). Ces molécules sont
généralement plus difficilement biodégradables que 1“H,S (Ruokojarvi et al., 2001).

Leur traitement biologique fait intervenir des réactions aérobies.

En effet, en présence d“oxygene, les CSR tels que le DMS ou DMDS sont des substrats

énergétiques pour des bactéries du genre Thiobacillus, Hyphomicrobium ou encore
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Xanthomonas (Reichert et al., 1998 ; Smet et al., 1998 ; Le Cloirec et al., 2004). Ces genres
appartiennent a des groupes trophiques différents, soit méthylotrophe comme
Hyphomicrobium sp. ou hétérotrophe comme Pseudonocardia asaccharolytica ou
Xanthomonas sp. (Legrand, 2011).

Les voies de dégradation du DMS et du DMDS (figure 13) sont réalisées par des réactions
successives de déméthylation, conduisant a la formation d“H,SO4 et de CO, (Kelly et Smith,
1990 ; Visscher et al., 1993 ; Sercu et al., 2006 ; Ito et al., 2007 ; Zhang et al., 2007 ; Schéfer
et al., 2010).

(CH;),S=0 (DMSO)
NADPH + 1 (CH;),S, (DMDS)

NADPH + H*
H,0+ NADP*

O, H,0

NADP*

(CH;),S (DMS)

3CH,SH (MT)

NADPH + H*

4 HCHO (Formaldéhyde)

&

Assimilation pour la
biosynthése 4H;0 3H.S
d“Hyphomicrobium 6 2

8H

5
4 HCOOH
4H,0

2 ; 3 H,S0,

8H
Assimilation pourla -
biosynthése de Thiobacillus - 4 CO2

Figure 13 : Voies métaboliques de dégradation du DMS, DMDS (d“aprés Smith et Kelly, 1998 ; Friedrich et al.,
2001 ; Schéfer et al., 2010).
1 : DMSO réductase ; 2 : DMS monooxygénase ; 3 : DMDS réductase ; 4 : MT oxydase ; 5: Sulfate thiol

estérase ; 6 : Oxydation du formaldéhyde (différents types d“enzymes); 7 : Formate déshydrogénase.

Cependant, il convient de noter que les geénes codant pour les enzymes clés des voies

métaboliques des DMS et DMDS n“ontpas €té clairement identifiés (Schéfer, 2007).
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La méthyl mercaptan oxydase (enzyme membranaire) a ét¢ isolée chez Thiobacillus thioparus
(Gould et al., 1991). L“¢tude in vitro de cette enzyme purifiée a montré qu“en présence de
DMS, la quantité¢ de protéine augmente, mais que l“activité enzymatique est inhibée en
présence d“H,S, de MT ou de sels d“ammonium.

Récemment, [“enzyme DMS monooxygénase provenant d’Hyphomicrobium sulfonivorans a
¢été purifiée (Boden et al., 2011).

Généralement, Thiobacillus thioparus et Hyphomicrobium sp. sont utilisés comme inoculum
de procédés biologiques de traitements d“effluents gazeux chargés en composés soufrés tels
que le DMS ou DMDS (échelle laboratoire) (Smet et al., 1996 ; Sercu et al., 2005 ; Sercu et
al., 2000).

Néanmoins, [“¢tude de la dynamique temporelle de la communauté microbienne met en
évidence que la communauté bactérienne qui s“implante dans le réacteur est éloignée de
I“inoculum de départ. En effet, les especes bactériennes Hyphomicrobium sp. et Thiobacillus
thioparus majoritaires en début d“expérience deviennent progressivement minoritaires (Sercu
et al., 2006) au profit d“autres populations bactériennes émergentes si leur croissance est

favorisée par les conditions opératoires du réacteur (Legrand, 2011).

A. Soupramanien — These ED SPIGA — Nantes/Ales — 2012 Page 64



Chapitre 1 : Synthese bibliographique

1.8. Conclusion et stratégie de recherche

L« activité du secteur industriel de la gestion et du traitement des déchets induit 1“émission
d“effluents gazeux malodorants a 1“origine de nuisances odorantes auprés des populations
riveraines des installations. Dans un environnement toujours plus sensible, ces nuisances
odorantes doivent étre impérativement réduites. Méme si les procédés biologiques sont
appropriés pour le traitement de telles émissions, les seuils de perception des composés
odorants et plus particuliérement ceux des composés soufrés, trés bas, obligent a atteindre des
efficacités d“abattement particulierement élevées, faute de quoi le résiduel de concentration
peut étre a 1“origine d“un impact notable sur les populations riveraines.

Les procédés biologiques font 1“objet, ces dernieres années, d“‘une recherche particulierement
active visant a améliorer 1“efficacité¢ d“¢limination de ces Composés Soufrés. En effet,
plusieurs auteurs (Sercu et al., 2005 ; Syed et al., 2006 ; Ramirez et al., 2009 ; Legrand, 2011)
ont étudié le traitement par biofiltration ou sur filtre percolateur d“effluents mono-composé
contenant de 1“hydrogene sulfuré (H,S) ou du diméthylsulfure (DMS) ou du diméthyldisulfure
(DMDS) ou des mercaptans (méthyl et éthylmercaptans). Les performances d“éuration de
ces composés en systéme mono-polluant sont trés élevées, ces composés étant, dans la

majorité des cas, totalement éliminés au sein de ces réacteurs.

Néanmoins, une des limitations de ces bioprocédés réside toutefois dans la difficulté a
¢liminer des composés récalcitrants tels que les DiM¢éthylSulfure (DMS) et
DiMéthylDiSulfure (DMDS) (taux d“abattement de 1“ordre 20 - 45%) lorsqu®ils sont présents
en mélange avec d“autres composé€s soufrés ou azotés ou oxygénés plus facilement
assimilables par la biomasse (Deshusses et al., 2000). D*apres la littérature (Tang et al., 2008 ;
Jiang et al., 2009), I“activit¢ de dégradation de la communauté bactérienne impliquée
directement dans 1“oxydation de ces composés difficilement biodégradables (DMS et DMDS)
semble étre étroitement liée aux conditions environnementales régnant au sein de ces
systémes biologiques. En effet, la diminution du pH de la phase aqueuse induirait une
inhibition du métabolisme des communautés bactériennes impliquées dans la dégradation du

DMS et du DMDS.

Pour pallier cette limitation des bioprocédés, le traitement de telles émissions peut étre

envisagé sous I“angle de la mise en ceuvre de filicres de traitement. La solution la plus utilisée
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a I"heure actuelle consiste a coupler la biofiltration a du lavage physico-chimique.
Néanmoins, ce couplage de procédés n“est parfois pas suffisant pour atteindre des
performances de traitement totalement satisfaisantes. De plus, la filiere biofiltration/lavage
physico-chimique induit des risques liés a 1“utilisation et au stockage de produits chimiques
dangereux, génere des effluents liquides nécessitant des traitements adaptés, et conduit a des
colits de fonctionnement élevés.

L“objectif de cette étude est d“évaluer les potentialités du couplage de deux procédés
biologiques que sont le biofiltre et le lit percolateur mis en ceuvre pour traiter un mélange de
composés soufrés, différant par leur biodégradabilité. Celle-ci sera menée en condition
stationnaire et perturbée afin de prendre en considération la variabilité de la charge polluante
observée sur site industriel.

La synthése bibliographique a conduit a définir une méthodologie dont les principales
caractéristiques sont les suivantes : 1“alimentation des unités pilotes par un effluent gazeux
synthétique constitué d“un mélange de composés soufrés, la mise en ceuvre de systémes
pilotes les plus représentatifs possibles des bioprocédés installés sur site, [“utilisation de
systémes répliqués et des controles.

Les objectifs de ce travail de theése se déclinent comme suit :

e Ajustement méthodologique

v" Quel est 1“impact des conditions environnementales et plus particuliérement du
pH sur les niveaux d“abattement de composés soufrés en mélange et la

structure des communautés microbiennes ?

e Conditions stationnaires

v" Quels gains de performance attendre d“un couplage de deux procédés
biologiques (lit percolateur/biofiltre) par rapport a un biofiltre seul ?

v A [I"état stationnaire, quelles relations s“éablissent entre 1“activité de
dégradation des polluants, les niveaux de densité et la structure de la
communauté bactérienne totale ?

v Quel est 1“impact du fonctionnement de ces systémes sur des populations

fonctionnelles d“intérét (densités de peuplement) ?
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e Conditions perturbées

v Quel est le niveau de robustesse du couplage de deux bioprocédés par rapport a
un biofiltre seul ?

v" Quelle est la réponse de populations fonctionnelles d“intérét (densités de
peuplement) a 1“application de pics de charge ?

v' Jusqu'a quel point peut-on valider les résultats expérimentaux obtenus a
1“échelle du laboratoire sur site industriel, les systémes pilotes étant alimentés

dans ce cas par un effluent gazeux complexe ?

A. Soupramanien — These ED SPIGA — Nantes/Ales — 2012 Page 67



Chapitre 2 :
Etude de 1"“influence du pH sur
I“abattement de composes soufrés en

melange

A. Soupramanien — These ED SPIGA — Nantes/Ales — 2012 Page 68



Chapitre 2 : Etude de [“influence du pH

2.1. Introduction

Les composés soufrés réduits (CSR) tel que le diméthyl sulfure (DMS), le méthyl mercaptan
(MT) ou le diméthyl disulfure (DMDS) sont des composés récalcitrants plus difficilement
biodégradables que 1“hydrogeéne sulfuré (H,S) (Ruokojarvi et al., 2001). L“oxydation
biologique de ces CSR est réalisée par des Bactéries Sulfo-Oxydantes (SOB) appartenant
généralement a des groupes trophiques soit autotrophes (Thiobacillus, Acidithiobacillus),
méthylotrophes (Hyphomicrobium), ou hétérotrophes (Xanthomonas), le plus étudié¢ étant le
genre Thiobacillus (Zhang et al., 2007 ; Tang et al., 2008).

I1 convient de noter une difficulté a traiter certains CSR et plus particulierement le DMS et le
DMDS (efficacit¢ d“éimination de 1“ordre 50%) lorsquils sont présents en mélange avec
1“H,S (Deshusses et al., 2000).

D*apres la littérature, les communautés bactériennes oxydant les CSR sont sensibles aux
conditions environnementales en général et au pH en particulier (Sercu et al., 2006). En effet
le pH de la phase aqueuse a un impact sur les performances épuratoires du biofiltre, car il
conditionne 1“¢tat d“ionisation des solutés (composés organiques) et leur taux de transfert,
ainsi que le développement des communautés microbiennes (Prado et al., 2006).
L*accumulation de sous-produits de dégradation est a 1“origine d“une déstabilisation du pH et
conduit a une diminution de I“activit¢ des populations microbiennes intervenant dans la
dégradation des CSR (Sercu et al., 2005).

Le plus souvent en biofiltration, les matériaux supports sont ensemencés par des
communautés microbiennes diverses et non spécifiques, telles que celles rencontrées dans les
boues de station d“épuration et qui se spécialiseront au cours du fonctionnement du biofiltre
(Cabrol, 2010). A ce titre, I“inoculation peut €tre un parameétre opératoire important,
permettant d“améliorer le fonctionnement de ces procédés biologiques. Les travaux de Boon
et al., (2003) ont montré qu“une communauté acclimatée peut s“avérer bénéfique pour la
dégradation de composés récalcitrants.

Dans ce chapitre, nous étudierons, dans un premier temps, 1“impact du pH sur 1“activité¢ de
dégradation de composés soufrés en mélange (H,S, DMS et DMDS). Il s“agira de déterminer
les valeurs de pH pour lesquelles la dégradation biologique de ces composés soufrés est
observée. Des microcosmes, dont les conditions opératoires sont contrdlées, seront mis en
ceuvre pour répondre a ce questionnement. Une communauté préalablement acclimatée aux

composés soufrés sera utilisée comme inoculum.
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Dans un second temps, nous examinerons la structure des communautés microbiennes au sein
de ces modeles d“étude et identifierons les microorganismes dominants. Le lien entre leur

présence et leur capacité a consommer les CSR sera alors évalué.
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2.2. Matériel et méthodes

2.2.1. Génération de I’effluent gazeux synthétique

Les molécules modéles retenues pour cette étude sontl“hydrogeéne sulfuré (Ha,S), le
diméthylsulfure (DMS) et le diméthyldisulfure (DMDS). Ces trois composés ont été générés

de la facon suivante (figure 14) :

H,S
Pousse 2
seringue \l/
l I
Débitmétre massique
DMS
DMDS
Air comprimé Microcosmes
Débitmétre massique " "

JH ||

Flacon d’homogénéisation

Figure 14 : Systéme de génération de 1“effluent gazeux synthétique.

Le DMS et DMDS (pureté > a 99%, VWR, West Chester, PA, USA) sous forme liquide sont
volatilisés au moyen d“un pousse-seringue (Precidor, Infors AG, Basel, Suisse) dans un flux
d*“air comprimé (5 L.min™"). L“H,S est directement injecté dans le flux d"air comprimé a 1“aide
d“un débitmétre massique (Mass Flow Controller Model 5850TR, Brooks Instrument,
Hatfield, PA, USA) calibré¢ a 0,35 L.min"". L*effluent gazeux est ensuite homogénéisé via un
flacon de 500 mL avant d“alimenter les microcosmes. La concentration de chaque composé

soufré dans 1“effluent gazeux synthétique est de 100 mg.m™.
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2.2.2. Dispositif expérimental : les microcosmes

L effluent gazeux filtré alimente (figure 15) en continu des flacons de verre de 1 L
(microcosmes), a un débit de 100 mL.min"' et contenant 1 L de suspension bactérienne dans
un milieu minéral (HCMM3, annexe 1) composé uniquement des sels minéraux nécessaires
au développement de la biomasse. Chaque microcosme est agité 4 130 tr.min"' de maniére a

augmenter la surface de contact air/liquide, et placé dans une enceinte thermostatée a 30°C.

Filtre Chambre
(0,20 pm) thermostatée
Entrée . Sortie (30O
Systeme de
génération
N Milieu
0% o
oo o Barreau
01l|0 -~ aimanté
00 1
1. Agitateur
magnétique

Figure 15 : Présentation d“un microcosme.

Deux expériences (E1 et E2) ont été réalisées. Une série de quatre microcosmes a ¢été mise en
ceuvre et dupliquée pour chaque expérience (E1.1, E1.2; E2.1, E2.2). Au démarrage de
chaque expérience, le pH de la phase liquide des microcosmes est ajusté a 7. Des le début de
1“essai et pour chaque microcosme, le pH de la phase liquide est mesuré hebdomadairement et
ajusté a une valeur définie au début de 1“expérience (7, 5, 3 ou 1) avec une solution

d“hydroxyde de sodium (5N).
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Deux contréles sont également mis en ceuvre : un microcosme non inoculé et un autre
alimenté uniquement avec de 1“air comprimé. Le pH de la phase liquide de ces microcosmes
témoins est ajusté a la neutralité.

L“mnoculum utilis¢ provient des eaux de lavage (nettoyage des cuiseurs, stérilisateurs, etc...)
apreés dégraissage (sans poussieres et grosses particules de l“ordre du um) d“un centre
d“équarrissage (ATEMAX et SOLEVAL Sud-Est) situé¢ a Viriat dans 1“Ain. Ces eaux de
lavage sont stockées dans des bacs de rétention. Cet inoculum contient également du soufre
¢lémentaire recueilli sur les parois de ces bacs de rétention. L*“inoculum est composé de 25
mL d“ecaux de lavage et de 11 mL d“une suspension aqueuse contenant du soufre. La
composition du milieu minéral HCMM3 utilisé pour la croissance et le développement des

microorganismes est décrite en annexe 1.

2.2.3. Analyses physico-chimiques

2.2.3.1. Analyse de la phase gazeuse

Les concentrations des CSR sont mesurées quotidiennement en entrée et sortie de chaque

bioréacteur au moyen :

» D“un chromatographe en phase gazeuse équipé d“un détecteur a photo-ionisation
(PID) (HNU Systems Model 311, Newton, MA, USA) et d“une colonne spécifique a
I“analyse de 1“hydrogéne sulfuré. Le seuil de détection est de 1 mg.m”™.

» D*un chromatographe en phase gazeuse équipé d““un détecteur a ionisation de flamme
(FID) ((Trace, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA) et d“une colonne
capillaire Equity-1 (Sigma Aldrich, St Louis, USA) de 30 m de long, de 0,32 mm de
diametre interne et de 0,25 pum d'épaisseur de film pour les analyses de DMS et
DMDS. Le seuil de détection le plus bas obtenue pour le DMS et DMDS est de 1“ordre

du mg.m”.

Les conditions analytiques sont données dans le tableau 5 ci-dessous.
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Tableau 5 : Conditions analytiques du GC-FID et du GC-PID.

Four et colonne
Injecteur Détecteur

chromatographique

Isotherme 50°C Température : 220°C
FID Température : 5 min Débit air : 350 mL.min™"
100°C Débit He (gaz vecteur) : 2 Débit H, : 35 mL.min™
mL.min" Débit N, : 30 mL.min™
Isotherme 80°C
Température : Débit N, (gaz vecteur) : 15
PID L Température : 200°C
120°C mL.min

Des droites d“é&alonnage de chaque composé ont été réalisées (annexe 2).
L= efficacit¢ d“élimination (EE) des CSR par le bioréacteur est estimée, a partir des
concentrations mesurées en entrée (C.) et sortie (Cs) de chaque microcosme selon I’équation

6:

CE' CS
(6) EE (%) = ——X 100

2.2.3.2.  Suivi du pH de chaque microcosme

Un échantillon de 10 mL de liquide est prélevé dans chaque microcosme de maniére
hebdomadaire afin d“évaluer le pH de la solution aqueuse. Celui-ci est ensuite ajusté a une
valeur définie au début de 1“expérience (pH 7, 5, 3, 1).

2.2.3.3.  Analyse microbiologique par PCR-DGGE

e Extraction de PADN génomique

Un volume de 200 mL de suspension aqueuse de chaque microcosme est prélevé et centrifugé

a 10000 tr.min™' pendant 15 min. La quantité de chaque culot récupérée pour les extractions et
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la quantité finale d“ADN a été calibrée pour chaque microcosme (200 a 350 mg de culot, 50
uL d“ADN extrait). L'ADN génomique est extrait a l'aide d'un kit FastDNAR (MP
Biomedicals, Irvine, CA, USA) selon les recommandations du fournisseur. L'ADN extrait (5-
7 uL) est visualisé par ¢électrophorése sur gel d'agarose 1%, puis quantifié par mesure de
I'absorbance a 260 nm a I1%ide d“un spectrophotomeétre (Multiscan Spectrum

Spectrophotometre, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

e Amplification de PADN par PCR (réaction de polymérisation en chaine)

La région V3 du géne ARNr-16S des eubactéries (196 pb, correspondant a la position F337-
R533 chez Escherichia Coli) est amplifice a l'aide d'amorces spécifiques V3F (5'-
ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3") et V3R (5-ATTACCGCGGCTGCTGGCAC-3")
(Muyzer et al., 1993). Une séquence (40-base) GC-Clamp est intégrée en 5' de I'amorce V3F.
L'amplification est réalisée a partir d'environ 100 ng d'ADN (~ 1 a 2 uL) dans un volume final
de 50 pL contenant 0,6 pmol.L™' de chaque amorce (Sigma-Aldrich), 0,2 mM de dNTP mix
(0,05 mM de chaque dNTP, Bioline, Londres, UK), 2,5 mM de MgCl,, 5 uL de 10X Thermo-
Start'™ PCR Buffer et 1,75 U de Thermo-Start™ Taq DNA polymerase (Thermo Fisher
Scientific, Whaltham, MA, USA). La PCR est réalisée dans un thermocycler Tpersonal

(Biometra, Goettingen, Allemagne) selon le protocole décrit dans le tableau 6 :

Tableau 6 : Conditions opératoires de la PCR.

Etape Durée Température
Dénaturation 18 min 95°C
initiale
Nombres de cycles 30
Dénaturation 30 sec 94°C
Hybridation 30 sec 68°C
Elongation 45 sec 72°C
Elongation finale 7 min 72°C

Les produits PCR sont visualisés par électrophorése sur gel d'agarose a 2% puis quantifiés par
absorbance a 535 nm aprés une coloration au PicoGreen (Quant-IT ds DNA HS reagent,

Invitrogen, OR, USA).
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e Gel d’électrophorése en gradient dénaturant (DGGE)

La DGGE est réalisée avec un systeme Ingeny phor U-2 (Ingeny, Goes, Pays-Bas) selon le
protocole de Muyzer et al., (1993), en utilisant des gels de polyacrylamide 8% préparés avec
un gradient dénaturant de 43% a 63%. Ce gradient dénaturant est obtenu a partir d“une
solution a 100% d"“agent dénaturant contenant une concentration de 7 M d“urée et de 40% v/v
de formamide. Des échantillons de 500 ng de produits PCR sont déposés dans chaque puits.
Le marqueur de taille utilisé a été mis au point au laboratoire Génie de 1“Environnement et des

Risques Industriels (LGEI) a partir d“ADN bactérien des souches suivantes :

» Pseudomonas aeruginosa (LGEI, Ecole des Mines d“Al¢s, France).

» Escherichia Coli (LGEI Ecole des Mines d“Alés, France).

» Thiobacillus thiooxydans (LGEI, Ecole des Mines d*“Alés, France).

» Nitrosomonas europaea ((Veolia Environnement Recherche & Innovation, Maison
Laffite, France).

» Xanthobacter autotrophicus (Institut Pasteur, Paris, France).

La migration s“effectue dans un tampon 1X TAE durant 16 h a 60°C. La tension appliquée est
de 100 V. Les gels DGGE sont ensuite colorés au Sybr green I (Invitrogen, Carlsbad, NM,
USA), rincés puis photographiés sur une table UV, a une longueur d“onde de 520 nm a 1*aide

du dispositif Quantum ST4-1100 (Vilber Lourmat, Marne la Vallée, France).

e (Clonage et séquencage

L*analyse du gel DGGE a permis de sélectionner des bandes d“intérét. L“ADN est excisé du
gel de polyacrylamide en plagant la portion de gel contenant 1“ADN dans des tubes Eppendorf
stérile contenant 25 uLL d“eau ultra pure a 4°C. L*“ADN contenu dans chaque bande est ensuite
amplifi¢ par PCR a partir du couple d“amorces MI3 (MI3R: 5%
CAGGAAACAGCTATGACGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGACTCCTACGGGAGG

CAGCAG-37, et MI13F : 5
GTAAAACGACGGCCAGTAAATAAAATAAAAATGTAAAAAATTACCGCGGCTGCT

GGCAC-3%) (Introvigen, Pays-Bas). Les produits PCR ont été ensuite clonés en utilisant le kit

TOPO TA cloning (Introvigen, Pays-Bas) selon les consignes du fournisseur.
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2.2.3.4. Analyse des profils DGGE

La richesse est définie par rapport au nombre de bandes visualisées sur le profil DGGE. La
diversité globale de la communauté correspondant a chaque €chantillon est évaluée a partir de
l'indice de Shannon I (Eq. 7) qui prend en compte a la fois le nombre de bandes présentes sur

le gel DGGE et leur intensité relative selon la formule suivante :

) [==) pilog ()

(pi est 1'abondance relative de la bande 1)

Apres exclusion des groupes les plus rares (moins de 3% d“intensité relative dans tous les
échantillons), les données initiales de la matrice (intensités relatives en fonction de la
position) ont été normalisés (Saison et al., 2006). La matrice de similarité a été générée avec
le logiciel GelCompar v6.5. Le dendrogramme est construit selon la méthode UPGMA a
partir de la matrice des similarités calculées par 1“indice de Bray-Curtis (Eq. 8) défini ci-
dessous :

5
P.. — P.
® sg=1- Y |Pu — P
Pik + Pix

Pi,k = abondance relative de la bande k dans le profil i

Pj,k = abondance relative de la bande k dans le profil j

De trés nombreux indices de similarité peuvent étre proposés, influencant fortement les
résultats d“ordination et de groupements (Legendre et al., 1998 ; Gentile et al., 2007 ; Cabrol,
2010). Lorsque les données a comparer contiennent de multiples zéros, plusieurs auteurs

considerent 1“indice de Bray-Curtis comme le mieux adapté (Rees et al., 2004 ; Cabrol, 2010).

A. Soupramanien — These ED SPIGA — Nantes/Ales — 2012 Page 77



Chapitre 2 : Etude de [“influence du pH

2.3. Résultats et discussion

2.3.1. Stabilisation du pH

Au début de 1“expérience, comme indiqué dans le matériel et méthodes, le pH de la phase
aqueuse de chaque microcosme est neutre, puis maintenue a une valeur qui lui a été attribué
(pH7, 5,3 et 1).

La concentration de chaque composé est de 100 mg.m™ + 3 mg.m™.

La figure 16 représente le nombre de jours nécessaire avant d“atteindre la valeur de pH

allouée a chaque microcosme :

Temps ()

pHS pH3 pHI1

Figure 16 : Nombre de jours nécessaire pour atteindre la valeur de pH alloué a chaque microcosme (Moyenne

des expériences E1 et E2).

La valeur de pH 5 est atteinte apres 7 jours de fonctionnement du microcosme alors que les
valeurs de 1 et 3 sont atteintes apres 25 a 30 jours de fonctionnement des microcosmes. Cette
observation peut s“expliquer par [“action du tampon phosphate (annexe 6) présent dans la

solution nutritive.
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2.3.2. Abattement des composés soufrés réduits

La figure 17 présente [“évolution du niveau d“abattement moyen des composés soufrés
réduits (H,S, DMS et DMDS) pendant la durée des deux essais E1 et E2 (67 jours). Les écart-

types sont mentionnés sur les graphes (€écart type min : 1% ; écart type max : 6%).
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Figure 17 : Evolution du taux d“abattement de 1“H,S, du DMS et du DMDS respectivement, pendant la durée

des essais El et E2 (moyenne des deux essais).

Le taux d“abattement de 1“H,S est trés élevé (environ 90-95%) dés le 4™ jour de
fonctionnement. Aprés une dizaine de jours de fonctionnement, “H,S est complétement
¢liminé, quel que soit le pH de la phase liquide.

L analyse de ces résultats met en évidence que le taux d“abatttment du DMS et du DMDS
différe suivant les microcosmes. Deux groupes peuvent étre distingués : les microcosmes dont
le pH de la phase liquide sont maintenus a 7 et 5 d“une part et les microcosmes dont le pH de
la phase liquide sont maintenus a 3 et 1 d"autre part. Concernant les microcosmes maintenus a
pH7 et 5 et aprés 10 jours de fonctionnement, le taux d“abattement des DMS et DMDS
augmente, pour atteindre des valeurs proches de 70% pour le DMS et de 70-80% pour le
DMDS. Une élimination compléte de ces deux compose€s est atteinte apres une vingtaine de
jours de fonctionnement.

En revanche, pour les microcosmes maintenus a pH3 et 1, le taux d“abattement de ces
composés est d“environ 45-50% et 35% pour le DMS et le DMDS respectivement apres 10
jours de fonctionnement.

Aprés une stabilisation des niveaux d“efficacité entre le 10°™ et le 20°™ jour, une diminution
oime

de 1 efficacit¢ d“élimination de ces composés est observée a partir du 2 jour de
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fonctionnement, les valeurs d“abattement se maintenant a des valeurs de 15-20% pour le DMS
et 10-15% pour le DMDS en fin d“expérience.

Ces résultats semblent ainsi révéler que les conditions environnementales ont un impact sur la
dégradation des composés organiques soufrés (DMS et DMDS). Il est fort probable que
I“oxydation biologique de 1H,S est a 1“origine d“‘une accumulation d“acide sulfurique (Sercu
et al,. 2005) dans la phase aqueuse, induisant une diminution du pH et une inhibition
progressive de I“activit¢é des communautés bactériennes dégradant le DMS et le DMDS
(Shinabe et al., 1995 ; Adib et al., 1999 ; Lee et al., 2005). Des études (Smith et al., 1998 ; Ito
et al.,, 2007) ont également montré que les communautés bactériennes intervenant dans la
dégradation du DMDS en tant que mono-polluant, avaient une croissance optimum pour des
pH compris entre 6 et 8. Il a été observé que les voies métaboliques de dégradation des
différents composés d“un mélange sont plus ou moins complexes (Cai et al., 2007). En effet
pour les microcosmes €voluant a pH acide (pH3 et 1), et en présence de plusieurs substrats, il
est probable qu“une ou plusieurs population(s) potentiellement capable(s) de dégrader chaque
substrat individuellement, puisse(nt) opérer un shift métabolique vers la consommation de
I“hydrogene sulfuré (substrat préférentiel) au détriment des composés organiques soufrés
(substrats plus récalcitrants) (Cabrol, 2010). De méme, en cas de stress, la cellule déclenche
un mécanisme de réponse qui demande plus d“énergie, énergie préférentiellement fournie par
la consommation des sources les plus facilement métabolisables. Une autre hypothese
permettant d“expliquer la forte diminution du taux d“abattement du DMS et du DMDS apres
20 jours de fonctionnement au sein des microcosmes maintenus a pH1 et 3 est la compétition
entre les especes. Une population possédant un taux de croissance supérieur colonise 1“espace
et consomme 1“H,S, empéchant ainsi la seconde population d“atteindre une densité suffisante
pour 1“¢élimination des DMS et DMDS (Mohseni et al., 2000).

Pour résumer, 1“H,S est ¢liminé quel que soit le pH observé alors que les DMS et DMDS sont
complétement dégradés par la microflore uniquement lorsque le pH de la phase liquide est
supérieur ou égal a 5. Le taux d“abattement des CSR semble donc directement li¢ au pH. Les
acteurs de cette dégradation étant les micro-organismes, la structure de la communauté

bactérienne totale a été évaluée afin d“expliquer plus finement les résultats obtenus.
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2.3.3. Analyse de la communauté bactérienne totale

Apreés 67 jours de fonctionnement, des échantillons ont été prélevés en duplicat dans les
différents microcosmes pour les deux expériences. L“ADN génomique a été extrait puis
amplifié par PCR, les amplicons ayant été ensuite séparés par DGGE (Denaturing Gradient
Gel Electrophoresis). La séquence d“ADN cible est celle de la région variable V3 de 1"ADN
ribosomal 16S chez les bactéries. Le choix de cette séquence se justifie notamment par sa
présence ubiquitaire dans le monde du vivant et 1“alternance de zones hautement conservées et
de zones variables (Olsen et al., 1993).

La reproductibilité de la méthodologie mise en ceuvre (de 1“extraction des échantillons a la
migration des amplicons sur gel DGGE) a été réalisée a partir d“un échantillon de la phase
liquide du microcosme pHI de 1“expérience 1 (E1). Cet échantillon a été divisé en 8 sous-
échantillons, chacun étant traité¢ indépendamment des autres sous-échantillons. Les résultats

sont présentés sur la figure 18.
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Figure 18 : Représentation de la structure de la communauté d“un échantillon de la phase liquide du
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microcosme pHI (échantillon subdivisé en huit sous-échantillons traités de manic¢re indépendante). La
clustérisation est basée sur [“analyse des positions et des intensités relatives des bandes détectées sur les profils
DGGE. Le dendrogramme est construit selon la méthode UPGMA a partir de la matrice des similarités calculées

par 1“indice de Bray-Curtis.

La structure de la communauté des répliquats est similaire (88% de similarité selon 1“indice de
Bray-Curtis). Ce résultat est du méme ordre de grandeur que celui observé dans le cadre

d“autres études (Kozdroj et al., 2000 ; Carrig et al., 2007 ; Cabrol et al., 2012).
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2.3.3.1. Influence du pH sur la structure et la diversité de la communauté bactérienne

totale

e Diversité globale

La diversité globale de la communauté bactérienne totale au sein de chaque microcosme est
évaluée (figure 19) en calculant 1“ndice de Shannon. Le calcul de cet indice se base sur le

nombre de bandes d“un profil DGGE et leur intensité relative.
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Figure 19 : Evolution de la valeur de 1“indice de Shannon en fonction du pH des microcosmes. Les droites de

régression linaire correspondent respectivementay, = E1.1;y,=E2.2;y;=E2.1;y,=E2.2.

La comparaison de la valeur de 1“indice de Shannon avec celle obtenue pour d“autres
écosystemes similaires (biomasse planctonique, systémes anthropisés) met en relief que la
diversité de la communauté bactérienne totale au sein de ces microcosmes est relativement
faible (0,6 R1,1). En effet la valeur de 1“indice de Shannon pour un écosystéme contenant des
bactéries sulfo-oxydantes est généralement de 1“ordre de 2,5 (Li et al., 2011 ; Legrand, 2011).

Il convient de rappeler que 1“indice de Shannon pour 1“inoculum est de 1,3 et 1,1 pour les
expériences E1 et E2 respectivement. Ces inocula, issus d“un effluent liquide en contact avec
notamment des composés soufrés (hydrogéne sulfuré et mercaptans) sont fort probablement

composés d“une communauté microbienne spécifique.
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Comme indiqué sur la figure 19 une diminution linéaire de la diversit¢ de la communauté
bactérienne totale est observé quand le pH de la solution aqueuse devient acide (1,00 + 0,09 a
0,60 = 0,02). Cette diminution de la diversité peut étre liée au taux d“abattement des
composés soufrés réduits : pour les microcosmes maintenus a pH3 et 1, le taux d“abattement
du DMS et du DMDS est faible (autour de 20%). Ce résultat peut s“expliquer par une
inhibition de la croissance de populations bactériennes spécifiques intervenant dans la
dégradation de ces deux composés lors de I“acidification de la phase aqueuse du bioréacteur,
ces populations dominantes en début d“expérience deviennent minoritaires et ne sont plus
détectées par la technique analytique utilisée.

En revanche, pour les microcosmes dont le pH de la phase aqueuse se situe autour de la
neutralité (pH7 et 5), la diversité des communautés bactériennes évolue peu par rapport a celle
de I“inoculum. La stabilisation du pH a des valeurs proches de la neutralité semble favoriser le
maintien du niveau de diversité de la communauté d“origine.

Ces premiers résultats mettent en évidence que les communautés bactériennes impliquées
dans la biodégradation de ces composés soufrés semblent étre sensibles aux conditions
environnementales.

Néanmoins, la capacité des indices de diversité a refléter la diversité réelle d“un écosysteme
étant sujette a la controverse, 1“analyse des structures de communautés a été réalisée dans le
cadre de cette étude, offrant un meilleur potentiel de discrimination que les indices globaux de

diversité.

e Structure
La figure 20 représente les profils DGGE de la communauté bactérienne totale d“un dupliquat

de I"expérience 2 (E2.2) pour les différents pH testés :

A. Soupramanien — These ED SPIGA — Nantes/Ales — 2012 Page 84



Chapitre 2 : Etude de [“influence du pH

5 6 7 8 9
e

|

<——— Bandel

<———— Bande2

W —
- -
" = <€—— Bande3
_—* — s S<——— Banded
— —
— ’ -_—
— _
— ——

Figure 20 : Structure de la communauté bactérienne totale des différents microcosmes : (1, 9) Standard ; (2) pH

7;3)pHS;(4)pH3; (5 pH 1;(6) contrdle 1 ; (7) contrdle 2 ; (8) Inoculum ; (*) ADN excisé et séquencé.

Une évolution similaire est observée pour les échantillons issus des essais E1.1, E1.2 et E2.1
(annexe 3). L analyse visuelle de ces profils montre clairement I“importance du pH sur la
structure de la communauté bactérienne totale. Une analyse plus détaillée des données
obtenues révele qu“apres 67 jours de fonctionnement et quel que soit le pH considéré, la
structure de la communauté bactérienne totale différe par rapport a celle de 1“inoculum. La
communauté la plus éloignée de I“inoculum, en termes de richesse et d“abondances relatives,
est celle se développant dans les microcosmes dont le pH est acide (pH1). Ainsi, la pression
de sélection imposée sur les communautés microbiennes (concentration des polluants et le
pH) est suffisante pour influencer fortement la structure de la communauté bactérienne totale.
D*autres auteurs ont également mis en évidence l“importance du parametre pH, notamment
dans des conditions similaires de parametres opératoires (pH, température), de profondes
modifications structurelles au sein de la communauté bactérienne totale peuvent étre
observées (Egli et al., 2003). Comme indiqué sur la figure, dans un environnement acide, le
faible taux de dégradation du DMS et DMDS peut étre expliqué par la disparition de

populations susceptibles d“intervenir dans la dégradation de ces deux composés.
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L“analyse des profils DGGE des communautés microbiennes se développant au sein des
microcosmes maintenus a pH7 et 5 révéle une structure différente alors que la composante
fonctionnelle est similaire (abattement total des composés soufrés). Ce phénomeéne peut
s“expliquer par la présence, au sein de 1“inoculum, d“un réservoir de différentes especes
capables d“utiliser les mémes composés (composés soufrés en 1“occurrence) comme source de
carbone et d“énergie. Il semblerait que les conditions environnementales propres a chaque
microcosme favorisent le développement de certaines populations par rapport a d“autres.

L analyse de ces résultats a été approfondie par 1“identification d“espéces émergentes dans
chaque microcosme. L“ADN de 4 bandes dominantes a été excisé, purifié, cloné puis
séquence.

Le tableau 7 présente 1“affiliation des séquences de la région variable V3 de 1"ADN; 16S.

Tableau 7 : Pourcentage de similarité des séquences V3 de I"ADNr 16S des bandes DGGE de 1“expérience

E.2.2, déterminé par alignement des séquences selon Ribosomal Database Project (RDP) (15 clones analysés au

total).
Microcosmes Classe _ Genres  Similarité
pH 7 Gammaproteobacteria Thioalkalibacter 46 % + 8 %
pHS Gammaproteobacteria Dyella 73 %+ 6%
pH 3 Gammaproteobacteria Acidithiobacillus 9 %+ 1%
pH1 Gammaproteobacteria Acidithiobacillus B %+1%

La classe des Gammaproteobacteria semble é&tre représentée dans I[“ensemble des
microcosmes mis en ceuvre. Pour les microcosmes a pH acide, le genre Acidithiobacillus a été
identifi¢ avec une similarité proche de 100% d“aprés la base de données (RDP). Dans les
milieux acides contenant du soufre, la bio-oxydation des sulfures (H,S) a été largement
étudiée, les genres Thiobacillus et Acidithiobacillus (Sercu et al., 2005 ; Rappert et al., 2005)
sont dominants. Concernant les microcosmes maintenus a pH7 et 5, 1“alignement des
séquences d“ADN excisé avec celles de la base de données RDP révele la présence de genres
(Thioalkalibacter et Dyella) identifiés dans le cadre d“autres travaux portant sur la
dégradation biologique de composés soufrés (Sercu et al., 2005 ; Rappert et al., 2005 ;
Olguin-Lora et al., 2010 ; Legrand, 2011) et dans des environnements dont le pH est proche
de la neutralité et/ou dont la concentration en sels est élevée (Caceres et al., 2012 ; Lafita et
al., 2012 ; Jones et al., 2012). Néanmoins, ces résultats sont a manipuler avec prudence car les

résultats de [“alignement des séquences d“ADN excisé sont de 1“ordre de 50 a 70%.
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La principale raison est la taille de la séquence d“ADN excisé (environ 200 paires de bases)
qui peut induire des biais lors de son utilisation pour identifier les espéces présentes dans
1“échantillon. Une autre explication est liée a la co-migration, dans le gel de polyacrylamide,

de différentes séquences d“ADN issues de différentes especes.

2.3.3.2. Influence de P’inoculum sur la structure et la diversité de la communauté

bactérienne totale

La figure 21, représente la structure des communautés dans les microcosmes pour les
expériences 1 et 2, obtenue par clustérisation basée sur 1“analyse des positions et des intensités

relatives des bandes détectées sur gel DGGE.
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Figure 21 : Représentation de la structure des communautés dans les microcosmes des expériences E1 et E2

respectivement. Clustérisation basée sur 1“analyse des positions et des intensités relatives des bandes détectées
sur profil DGGE. Le dendrogramme est construit selon la méthode UPGMA a partir de la matrice des similarités

calculées par 1“indice de Bray-Curtis.

Comme le montre la figure 21, sont distingués les inocula de départ (65%) et les
microcosmes pour lesquels le pH de la phase aqueuse est acide (45-60%). La structure de la
communauté bactérienne totale au sein des microcosmes pour lesquels le pH de la phase
aqueuse est maintenu a 5, ou a la neutralité, tend a diverger (14% pour [“expérience E1). De
plus, la structure de la communauté au sein de deux microcosmes dupliqués (issue d“un méme
inoculum) peut différer (expérience E1).

Néanmoins, il convient de rappeler que, pour une gamme de pH considérée (5-7 ou 1-3), le
taux de biodégradation des composés soufrés est équivalent quel que soit 1“inoculum.

Ces résultats semblent montrer d“une part que des communautés distinctes provenant d“un
inoculum différent peuvent atteindre des niveaux de performance similaires. Ce résultat a été
mis en évidence par d“autres auteurs (Mannucci et al., 2012). L“émergence d“especes
spécifiques a chaque inoculum et assurant la méme fonction (dégradation des composés
soufrés) semble expliquer les différences de structure observées.

D*autre part, cette analyse semble révéler que, pour des conditions opératoires équivalentes,
deux communautés différentes issues d“un méme inoculum peuvent atteindre les mémes

performances €puratoires.
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Il a été reporté dans la littérature qu“une communauté initiale peut s“adapter différemment
(phénomeénes d*“exclusion compétitive, redondances fonctionnelles) (Cabrol et al., 2012).

Pour compléter les données obtenues, 1“examen de la dynamique temporelle de la structure de
la communauté bactérienne totale pourrait étre envisagé car susceptible d“apporter des
informations pertinentes concernant d“‘une part 1“établissement de la communauté en lien avec
1“évolution de la résultante fonctionnelle de dégradation (notamment pour les microcosmes
pH 1-3) et d*autre part concernant le niveau de stabilité/instabilité de la structure de la
communauté pour des niveaux d“efficacité d“élimination constants (microcosmes pH 5-7 a

1“¢état stationnaire).
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2.4. Conclusion

L“objectif de ce chapitre est d“évaluer 1“influence des conditions opératoires (pH, inoculum)
sur la dégradation de composés soufrés H,S, DMS et DMDS ainsi que la structuration de la
communauté bactérienne totale dans des microcosmes dans lesquels la biomasse est libre.

Les résultats obtenus montrent que la valeur du pH de la phase aqueuse a une influence sur la
biodégradation des composés soufrés organique. Une élimination compléte de ces composés
est observée pour une gamme de pH comprise entre 7 et 5. En revanche, pour un pH acide
(pH3 et 1), les taux d“abattement du DMS et du DMDS sont faibles (10 et 20%
respectivement). Néanmoins, le taux d“abattement de 1“H,S est de 100%, quel que soit le pH
teste.

La pression de sélection imposée aux microcosmes au départ de I“expérience (nature et
concentration des composés, pH) influence fortement la structure des communautés
bactériennes dans ces microcosmes. D apres la littérature, il a été révélé que le pH a un effet
important sur les performances de biodégradation des composés soufrés (Prado et al., 2006)
car il conditionne 1“¢at d“ionisation des solutés et leur taux de transfert, ainsi que le
développement des communautés microbiennes. De plus, les communautés microbiennes
présentes dans les biofiltres sont généralement adaptées a une gamme de pH de 6 a 8
(Delhoménie et al, 2005 ; Malhautier et al., 2005), méme si certaines populations tolérent un
pH beaucoup plus acide (Easter et al., 2005). Ces résultats semblent révéler que des
communautés distinctes provenant d“un inoculum différent (les autres conditions opératoires
étant identiques) peuvent atteindre des performances de dégradation similaires et stables.

Ce résultat peut s“expliquer par la diversité des genres bactériens oxydant le soufre (SOB) :
Thiobacillus (Malhautier et al., 2003), Hyphomicrobium (Sercu et al., 2005), Pseudomonas
(Chung et al., 2001) et Arthrobacter (Lee et al., 2005) et par les phénomenes d*“exclusion
compétitive a 1“ongine de 1“émergence de populations fonctionnelles au détriment d“autres
présentes dans 1“moculum.

Ces premiers travaux apportent des données intéressantes sur la dégradation biologique d“un
mélange de composés soufrés et permettent d“établir des recommandations concernant le
traitement de ces composés. Elles seront prises en compte dans le chapitre suivant dont
I“objectif est d“approcher les potentialités d“un couplage de deux procédés biologiques : lit
percolateur/biofiltre. La régulation du pH de la phase liquide étant plus aisément controlée au

sein du filtre percolateur que celle du biofiltre (Iranpour et al., 2005), il est envisagé
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d“augmenter la biodégradabilit¢ des composés soufrés au sein du lit percolateur, et d“affiner

1“élimination des composés récalcitrants par post-traitement (biofiltre).
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d“un couplage lit percolateur/biofiltre.
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3.1. Introduction

Le chapitre précédent a permis d“éablir des recommandations dans 1“objectif d“améliorer le
traitement par voie biologique de composés soufrés en mélange (H,S, DMS et DMDS). Les
résultats obtenus par des microcosmes inoculés par une biomasse libre mettent en évidence
une biodégradation totale des composés soufrés pour une gamme de pH comprise entre 5 et 7,
quel que soit I“inoculum. Ainsi, ces travaux ont mis en évidence qu‘“un controle du pH de la
phase aqueuse est nécessaire pour traiter un mélange complexe de composés soufrés.

Ce chapitre s“articule plus précisément autour du questionnement relatif & 1“augmentation des
niveaux d“abattement de composés soufrés réduits (DMS et DMDS) en mélange avec de
1“H,S par des procédés biologiques de traitement des effluents gazeux. L objectif du travail
consiste plus particulierement a évaluer les potentialités du couplage de deux procédés
biologiques (filtre percolateur/biofiltre) utilisé pour traiter un mélange de composés soufrés et
a comparer les niveaux d“abattement atteints par le couplage avec ceux mesurés pour un
biofiltre seul, utilisé en tant que référence. La régulation du pH de la phase liquide étant plus
aisée pour le filtre percolateur que pour le biofiltre, il apparait judicieux de privilégier une
configuration filtre percolateur/biofiltre, le biofiltre affinant 1“¢limination des composés plus

récalcitrants par post-traitement.

Ce chapitre est ainsi structuré de la fagon suivante.

Dans le cadre de cette étude, les biofiltres mis en ceuvre sont garnis par trois matériaux
(plaquettes papetiéres, fibre de coco et écorces de pin) disposés en strates de 20 cm de la
facon suivante : plaquettes papetieres, fibre de coco, plaquettes papeticres, fibre de coco,
¢écorces de pin (cf § 3.2.4.). L“utilisation de différents matériaux disposés en strates n“ayant
pas fait [objet de travaux disponibles a notre connaissance, il est donc nécessaire, dans un
premier temps, d“évaluer les performances d“une unité pilote garnie selon la procédure
mentionnée ci-dessus dans le cadre du traitement d“un effluent gazeux contenant des
composés soufrés et de comparer les résultats obtenus avec ceux de la littérature. Pour
faciliter cette analyse comparative, il nous a donc semblé pertinent de générer un effluent
gazeux dont le traitement a fait 1“objet de nombreux travaux. En adéquation avec les objectifs
de notre étude, le traitement d“un effluent gazeux mono-polluant avec 1“H,S comme molécule
modele a été envisagé. Si d“apres la littérature, le traitement par biofiltration d“effluents

gazeux mono-polluant avec [“hydrogeéne sulfuré comme molécule modele a fait 1“objet de

A. Soupramanien — These ED SPIGA — Nantes/Ales — 2012 Page 93



Chapitre 3 : Traitement de composés soufrés en mélange

nombreux travaux en laboratoire, en revanche, les études portant sur 1“¢limination de
composés soufrés en mélange sont rares (cf § 1.6.).

Le traitement par biofiltration d“un mélange de composés soufrés (H,S, DMS et DMDS) a
donc fait 1“objet d"‘une attention particuliere en incluant des biofiltres dupliquats.

Dans un second temps, les potentialités du couplage filtre percolateur/biofiltre d*‘un mélange
de soufrés (DMS, DMDS et H,S) seront évaluées et comparées a celles atteintes par les
biofiltres dupliqués et alimentés par un effluent gazeux de composition identique. Les
conditions opératoires des bioréacteurs en termes de concentration de 1“effluent gazeux
synthétique en entrée de colonne, de vitesse de passage du gaz, du taux d“humidit¢ du
garnissage et de 1“inoculation du matériau support sont contrélées pendant toute la durée de
I“expérience.

Enfin, nous chercherons a déterminer quelles relations, s“il y en a, s“é&ablissent entre la
densité et la structure de la communauté bactérienne d“une part et la résultante fonctionnelle
de dégradation d“autre part, sous 1“influence de conditions opératoires stables. De plus, afin
d“approcher la communauté fonctionnelle, nous estimerons les densités de peuplement de
deux populations reconnues pour consommer les composés soufrés dans des conditions de
fonctionnement stables. La mise en relation de la distribution des densités de ces populations

avec celle de la résultante fonctionnelle de dégradation sera également étudiée.
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3.2. Matériel et méthodes

3.2.2. Génération de ’effluent gazeux synthétique

3.2.2.1. Effluent gazeux mono-polluant

L“effluent mono-polluant considéré est 1“hydrogéne sulfuré (H,S). Celui-ci est généré en
mixant de 1"H,S (99,7% de pureté) dans un flux d“air comprimé, et régulé via un débitmetre
massique (Mass Flow Controller Model 5850S, Brooks Instrument, Hatfield, USA) calibré a

20 mL.min"".

3.2.2.2. Effluent gazeux complexe
Les molécules modéles retenues pour cette étude sont :

» L*hydmogene sulfuré (H,S).
» Le diméthylsulfure (DMS).
» Le diméthyldisulfure (DMDS).

La génération de 1“effluent gazeux est effectué par volatilisation du DMS et DMDS a 1“¢tat
liquide (pureté > a 99%, VWR, West Chester, PA) au moyen d“une pompe doseuse (Mikro
g/5, Prominent, Heidelberg, Allemagne) dans un flux d“air comprimé (30 L.min™). L"HS est
directement injecté dans le flux d“air comprimé (contenant le DMS et le DMDS) a [“aide d“un
débitmetre massique (Mass Flow Controller Model 5850TR, Brooks Instrument, Hatfield,
USA) calibré & 15 mL.min™". Cet effluent gazeux concentré est homogénéisé, puis dilué dans

de 1“air atmosphérique préalablement humidifié.

3.2.3. Les unités pilotes

Deux dispositifs expérimentaux ont été mis en ceuvre au sein des locaux de 1“Ecole des Mines

de Nantes et de IEcole des Mines d“Alés.
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Dans les deux cas, ils sont constitués d“une turbine reliée a une colonne d“humidification en
PEHD (Polyéthyléene Haute Densité) de 20 cm de diamétre interne, elle-méme reliée a une
unité pilote de biofiltration BFH,S (Ecole des Mines de Nantes) ou a deux unités pilotes de
biofiltration (BFA et BFB) et a un lit percolateur couplé a un biofiltre (FP/BFC) (Ecole des
Mines d“Ales). Dans les deux cas, il s“agit de colonne(s) en PVC transparent de 30 cm de
diametre interne. Les plans d“implantation sont donnés en annexe 4. L“ar atmosphérique
aspiré par la turbine, dont le flux est généré au moyen d'un ventilateur régulé (régulateur de
fréquence FMV 2107, Leroy SomerR, Angouléme, France), traverse la colonne
d“humidification (taux d“humidité supérieur a 97%) garnie d“anneaux Hiflow sur une hauteur
de 1,50 m et dont la phase aqueuse (eau du réseau) est recirculante, puis alimente les
différentes unités pilotes. L effluent gazeux concentré est dilué dans 1“air atmosphérique en
sortie de la colonne d“humidification.

Les unités pilotes de biofiltration (figure 22) sont des colonnes de 30 cm de diamétre interne
et remplies de trois matériaux de nature organique (plaquettes papetieres, fibre de coco,
¢corces de pin) superposés en strates sur une hauteur de 1 m (cf. § 3.2.4.).
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Figure 22 : Unité pilote de biofiltration.

1: Ventilateur; 2: Colonne d“humidification ; 3 : Systéme d“humidification; 4 : Dévésiculeur; 5: Point
d“injection de 1“effluent gazeux synthétique ; 6 : Vanne a membrane de réglage ; 7 : Rotamétre ; 8 : Colonne
garnie d“une succession du tri-matériau (plaquette papetiére ; fibre de coco, et écorce de pin) disposé en strate ;
9 : Systéme d*arrosage ; 10 : Sortie de 1“effluent traité ; 11 : Points de prélévement ; 12 : Récupérateur des eaux

de percolation.

A. Soupramanien — These ED SPIGA — Nantes/Ales — 2012 Page 96



Chapitre 3 : Traitement de composés soufrés en mélange

Chaque biofiltre est muni de sept points de prélévement de gaz dont deux en entrée et en
sortie de colonne et cinq disposés sur toute la hauteur de colonne garnie a 10, 30, 50, 70 et 90

cm.

Le couplage (figure 23) est constitué¢ de deux procédés biologiques disposés en série : filtre
percolateur/biofiltre. Le filtre percolateur est composé d“une colonne garnie par un matériau
inerte (anneaux Hiflow) disposés en vrac sur une hauteur de 1 m et d“une cuve d“un volume

de 300 L.
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Figure 23 : Unité pilote couplage filtre percolateur/biofiltre.

1: Pompe de recirculation de la phase aqueuse ; 2 : Systéme d“arrosage ; 3 : Cuve du filtre percolateur ; 4 :
Point d“injection de 1“effluent gazeux synthétique; 5: Colonne garnie sur 1 m en Anneaux hiflow; 6:
Dévésiculeur ; 7 : Couplage du filtre percolateur et du biofiltre ; 8 : Trop plein; 9 : Purge; 10 : Sortie de
I“effluent traité ; 11 : Systéme d“arrosage; 12, 12* : Points de prélévement; 13 : Colonne garnie d“une
succession du tri-matériau (plaquette papetiére ; fibre de coco, et écorce de pin) disposé en strate; 12 :

Récupérateur des eaux de percolation.
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Comme indiqué sur la figure 23, la sortie du filtre percolateur est reliée a une unité pilote de
biofiltration (BFC) dont les caractéristiques ont été décrites ci-dessus. Le filtre percolateur
posséde deux points d“échantillonnage de gaz en entrée (H = 0 cm) et un en sortie (H = 100
cm). La concentration des contaminants au sein de 1“effluent gazeux est identique en sortie du

lit percolateur et en entrée du biofiltre BFC.

3.2.4. Le matériau support

Comme mentionné ci-dessus, les unités pilotes de biofiltration sont garnies par des matériaux

supports de nature organique (figure 24) :

Ecorcesde pin

Fibre de Coco
Plaquettes papetiéres

Fibre de Coco

Plaquettes papetiéres

Figure 24 : Matériaux supports utilisés pour le biofiltre.

» Les Plaquettes Papetiéres (PP) (déchets de scierie, Cendras, France).
» Les Ecorces de Pin (EC) (Monsieur Bricolage, Alés, France).
» La fibre de coco (FC) (Bill biofiltre SA, VERI (Veolia Recherche & Innovation),

Maisons-Laffitte, France).

Ces matériaux ont été sélectionnés car communément utilisés comme garnissage de biofiltres

industriels.
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Ceux-ci sont disposés en strates de 20 cm d“éaisseur avec une alternance PP/FC/PP/FC. Une
strate de 20 cm d“écorces de pin permet d*“atteindre une hauteur de garnissage de 1 m. Sur site
industriel, le garnissage est composé soit d“un matériau unique (fibre de coco) soit d“un
mélange de matériaux de nature organique (fibre de coco et écorces de pin par exemple). La
disposition en strate de matériaux peut étre intéressante sur site industriel car susceptible de
réduire les colits liés au remplissage du biofiltre et/ou au renouvellement du garnissage.

La colonne du filtre percolateur est garnie par des anneaux Hiflow dont les caractéristiques
sont données dans le tableau suivant.

Les caractéristiques physico-chimiques des matériaux ont été déterminées selon le protocole

mis en ceuvre par Gadal-Mawart (2012) (tableau 8).

Tableau 8 : Propriétés physico-chimiques des matériaux supports utilisés (Gadal-Mawart, 2012). (*): La

surface spécifique statique de la fibre de coco est assimilée a la surface spécifique d*“un cylindre équivalent.

Propriétés physiques Plaquettes Fibre de coco Ecorces de pin Anneaux Hiflow
papetiéres

Surface  spécifique 849 21253 (*) 954 275

(m’.m™)

Diameétre moyen de 11,4 ND 10,7 21,8

Sauter (mm)

Masse volumique 175+ 14 43+ 7 217+9 79 +2

apparente p, (kg.m'3)

Masse volumique 435+ 32 219 + 60 549 +41 676 + 81

réelle p, (kg.m™)

Degré de vide sec ¢ 0,60+ 0,02 0,80 + 0,03 0,60 + 0,02 0,88 £ 0,01

(“e)

Capacité maximale 0,57 +0,03 0,71 £ 0,04 0,41 + 0,06 0,24 + 0,04

de rétention d’eau (g

d’HZO.g'1 de mat)

Capacité maximale 0,27 + 0,03 0,09 £ 0,04 0,14 £0,04 0,03 £0,01
de rétention d’eau

(m® d’H,0.m> de

mat)

Propriété chimique

pH 5,5+0,4 6,8+0,2 44+02 7,5

A. Soupramanien — These ED SPIGA — Nantes/Ales — 2012 Page 99



Chapitre 3 : Traitement de composés soufrés en mélange

Les plaquettes papeticres et les écorces de pin sont tamisées entre 5 et 20 mm de diameétre. Le

diamétre moyen d“une fibre de coco est d“environ 150 pm.

3.2.5. Inoculation

Les différents bioréacteurs BFA, BFB et FP/BFC (Ecole des Mines d“Al¢s) sont inoculés avec
des eaux de lavage (10 L) des bacs de collecte de cadavres animaux et des ateliers d*un centre
d“équarrissage (ATEMAX Sud-Est, Viriat, France) durant 24 heures par recirculation a un
débit de 5 L.h™". Durant cette période, les biofiltres sont alimentés uniquement avec de I'air
atmosphérique.

Le réacteur BFH,S est ensemencé de maniére différente. Les différents matériaux supports
sont mis en contact avec des boues d“éuration de la station d“eaux résiduaires urbaines

(STEP) de la communauté de commune de Nantes.

3.2.6. Conditions opératoires

Les conditions opératoires des unités pilotes sont les suivantes.

3.2.6.1. Phase gazeuse

Le biofiltre BFH,S est alimenté a courant ascendant par un effluent gazeux synthétique mono-
polluant et humidifié (97+ 3%), dont la concentration est de 27,0 + 1,4 mg.m™.

Les biofiltres BFA, BFB ainsi que le couplage FP/BFC sont alimentés a courant ascendant
avec un effluent gazeux synthétique et humidifi¢ (97 = 3%), dont la composition et la
concentration en polluants demeurent constantes pendant trois mois. L'expérimentation est
réalisée & température ambiante. Un débit d'air préalablement humidifié de 7 m’.h™' est
appliqué a chaque colonne, soit une vitesse de passage de 100 m.h™' correspondant a un temps
de séjour en fut vide (EBRT) de 36 s.

La concentration de chaque composé est de :

> H,S : 30,4 mg.m™ + 1,3 mg.m™.
> DMS : 20,6 mg.m> + 1,1 mg.m™.
> DMDS : 20,5 mg.m™ £ 2 0,9 mg.m™.
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Ces données sont issues de la moyenne de mesures réalisées toutes les 10 minutes sur une

période de 48 h (annexe 5).

3.2.6.2. Phase aqueuse

Concernant le filtre percolateur, le débit de recirculation de la phase liquide est de 250 L.h™
soit une vitesse de passage de 3,5 m.h™.

Le taux d'humidité des différents matériaux de garnissage des biofiltres BFA, BFB et BFC est
maintenu par l'apport d'une solution nutritive 2 pH = 7,5 contenant 10 mg.L™' d'azote (engrais
Optiplan, C/P/K = 24/20/2, Duclos International Engrais, Lunel, France) a un débit de 20 L.h°
'.m™ de matériau. Cette solution apporte les éléments nutritifs essentiels (azote, phosphore et
oligo-¢éléments) au développement de la biomasse. Un rapport C/N/P de 100/10/1 est appliqué
dans le cadre de cette ¢tude (annexe 6) (Song et al., 2003).

Il convient toutefois de préciser que le biofiltre BFH,S, ne subit pas d“arrosage, ni d“apport en

solution nutritive.

3.2.7. Méthodes analytiques

3.2.7.1. Phase gazeuse

Le suivi de I“efficacité¢ d“abattement de 1“H,S sur le BFH,S est effectué via un analyseur
COSMA ONYX 5000 connecté a un four (900°C) permettant la conversion de I“H,S en SO,.
Le principe de fonctionnement de 1“analyseur repose sur la mesure de la fluorescence de SO,
provoquée par 1”absorption de radiations ultraviolettes (gamme de longueurs d“onde : 2300 A
- 1900 A). Lanalyseur est étalonné quotidiennement au moyen d*“‘un gaz étalon (400 ppm) et
la précision des mesures est de = 1% de la pleine échelle utilisée (0 - 50 ppm).

Concernant les biofiltres BFA et BFB ainsi que le couplage FP/BFC, la concentration des
polluants est mesurée par un chromatographe en phase gazeuse Varian CP-3800 équipé d“un
détecteur a photométrie de flamme pulsée (GC-PFPD) et d“une colonne capillaire Varian CP
Sil5 CB for sulfur, de 30 m de long, de 0,32 mm de diamétre interne et de 0,4 um d'épaisseur
de film pour [“analyse de composés soufrés. Le seuil de détection le plus bas obtenue pour
1“H,S, le DMS et DMDS est de 1“ordre du mg.m™.

Les paramétres opératoires sont présentés dans le tableau 9.
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Tableau 9 : Conditions analytiques du GC-PFPD.

Injecteur Four et colonne Détecteur

chromatographique

L*acquisition des données est réalisée a partir du logiciel de commande du GC-PFPD Varian
Star 5.5. Des droites d“étalonnage de chaque composé ont été réalisées dans les conditions
analytiques données par le tableau 9 et sont présentées en annexe 7.

Les prélévements gazeux sont effectués a 1“aide d“une ligne de prélévement en Teflon
(diametre externe 0,32 cm). La boucle d“échantillonnage du chromatographe (500 pL) est
balayée par I"effluent gazeux a un débit de 50 mL.min™ via une pompe a air KNF PM 13533-
36 (MIDISCIENCES, Rousset, France).

L efficacité d“élimination des composés soufrés est déterminée selon I’équation 9 :

o) EE, = ( _%)xm“

C; : Concentration en polluant & la hauteur de colonne h (mg.m™)
C; : Concentration en polluant en entrée du bioréacteur (mg.m™)

EE), : Efficacité d“élimination (%) a la hauteur h
3.2.7.2. Phase aqueuse

Un échantillon de 10 mL des eaux de percolation des biofiltres et de la phase liquide du filtre
percolateur est prélevé de maniere hebdomadaire afin d“évaluer le pH. Celui-ci est maintenu a
la neutralité a 1“aide d“une solution de soude (5N), selon les recommandations préconisées a
1“issue du chapitre précédent. Il convient de préciser que le pH de BFH,S n“apas été régulé.

La concentration en azote (Nitrogen total reagent set, HACH Lange, Duesseldorf, Allemagne)

et la concentration en sulfates (Sulfate reagent SulfaVerR4, HACH Lange, Duesseldorf,
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Allemagne) sont déterminés a 1'aide de kits de mesure HACH selon les recommandations du

fournisseur.

3.2.7.3.  Pertes de charges

Les pertes de charges, qui correspondent a la différence entre la pression du gaz a l'entrée de
la colonne et celle de la sortie (hauteur de garnissage soit 1 m) (Fanlo, 1994), sont mesurées a
I“aide d“un manomeétre différentiel a tube inclinable (AirFlow Development Ltd,
Buckinghamshire, England) pour BFA, BFB et BFC, et par un capteur de pression différentiel
Setra (0-700 Pa) pour BFH,S.

3.2.7.4. Analyses microbiologiques

e Extraction de ’ADN génomique

Concernant les biofiltres BFA, BFB et BFC, a l'état stationnaire (au 100°™ jour), des
¢échantillons de matériaux (= 5 g) sont effectués a chaque point de prélevement. Concernant le

FP, un prélévement de la phase aqueuse (500 mL) est également réalisé.

Les bactéries sont désorbées du matériau dans 20 ml de solution saline de NaCl a 9 g.L™' par
agitation du matériau a 10 Hz pendant 2 min (Vibro-shaker MM200, Retsch, Haan,
Allemagne), et ensuite centrifugées a 10000 rpm pendant 15 min. La quantité de culot utilisée
pour extraire I“ADN est identique pour tous les échantillons (400 a 500 mg).

Concernant les échantillons liquides, une fois centrifugés, la quantité de culot récupérée est de

250 2 300 mg.

L'ADN génomique est extrait au moyen d'un kit FastDNA SPIN for Soil (MP Biomedicals,
Irvine, CA, USA) selon les recommandations du fournisseur. L'ADN extrait (5-7uLl) est
visualisé par électrophorese sur gel d'agarose 1 %, puis quantifié par mesure de I'absorbance a
260 nm a 1“aide d“un spectrophotométre (Multiscan Spectrum Spectrophotometre, Thermo

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Le volume d“ADN ¢lué est de 90 pL.
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3.2.7.5. Analyses par PCR-DGGE

e Amplification de ’ADN extrait
La région V3 de I“ADNr-16S des eubactéries (196 pb, correspondant a la position F337-R533

chez Escherichia Coli) est amplifi¢e a l'aide d'amorces spécifiques V3F (5'-
ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3") et V3R (5-ATTACCGCGGCTGCTGGCAC-3")
(Muyzer et al., 1993). Pour réaliser la DGGE, une séquence GC (40 bases) est intégrée en 5'
de lI'amorce V3F. L'amplification est réalisée a partir d'environ 100 ng d'ADN (~ 1 a 2 pL)
dans un volume final de 50 puL contenant 0,6 uM de chaque amorce (Sigma-Aldrich), 0,2 mM
de dANTP mix (0,05 mM de chaque dNTP, Bioline, Londres, UK), 2,5 mM de MgCl,, 5 uL
d*un tampon 10X Thermo-Start™ PCR et 1,75 U de Thermo-Start'™ Tag DNA polymerase
(Thermo Fisher Scientific, Whaltham, MA, USA). La PCR est réalisée dans un thermocycler
Tpersonal (Biometra, Goettingen, Allemagne). Le programme de la PCR est rappelé dans le

tableau 10 ci-dessous :

Tableau 10 : Conditions opératoires de la PCR

Etape Durée Température
Dénaturation 18 min 95°C
initiale
Nombres de cycles 30
Dénaturation 30 sec 94°C
Hybridation 30 sec 68°C
Elongation 45 sec 72°C
Elongation finale 7 min 72°C

Un fragment de 250 paires de bases correspondant a la région V3 de 1"ADNr 16S est ainsi
geénéré. Les produits de PCR sont visualisés par électrophorese sur gel d'agarose a 2 % puis
quantifiés par absorbance a 535 nm apres une coloration au PicoGreen (Quant-IT ds DNA HS

reagent, Invitrogen, OR, USA).
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e Gel d’électrophorése en gradient dénaturant (DGGE)

La DGGE est réalisée avec un systeme Ingeny phor U-2 (Ingeny, Goes, Pays-Bas) selon le
protocole de Muyzer et al, (1993), en utilisant des gels de polyacrylamide 8 % préparés avec
un gradient dénaturant de 42 % a 63 %. Ce gradient dénaturant est obtenu a partir d“une
solution a 100 % d“agent dénaturant contenant une concentration de 7 M d“urée et de 40 %
v/v de formamide.

La migration se fait dans un tampon 1X TAE durant 16 h a 60°C, la tension appliquée étant
de 100 V. Les gels DGGE sont ensuite colorés au Sybr green I (Invitrogen, Carlsbad, NM,
USA), rincés puis photographiés sur une table UV, a une longueur d“onde de 520 nm a 1“aide

du dispositif Quantum ST4-1100 (Vilber Lourmat, Marne la Vallée, France).

e Analyse des profils DGGE

Les profils sont analysés selon le protocole décrit dans le chapitre 2 (cf. § 2.2.3.4.).

3.2.7.6.  Analyses par qPCR

Les densités de la communauté bactérienne totale et des populations de Hyphomicrobium et
Thiobacillus thioparus ont été déterminées par qPCR en ciblant le géne de 1"ADNr16S selon

le protocole détaillé ci-dessous. Les amorces permettant de cibler les trois populations sont :

» Les amorces V3F sans clamps (5~ ACTCCTAGCGGGAGGCAGCAG-3")et V3R (5°-
ATTACCGCGGCTGCTGGCAC-3*) pour évaluer la communauté bactérienne totale.

» Les amorces Hypho F (5-“GGCTCAACCTCGGACT-3*) et Hypho R (5
CGAATTTCACCTCTACACTAGGAT-3*) pour quantifier la  population
Hyphomicrobium.

» Les amorces Thio F (5-CCTCACGTTATTCGAGCGG-3*) et Thio R (5
ACGCACTCTAGACTGCCA-3*) pour quantifier la population de Thiobacillus
thioparus.

La qPCR est réalisée au moyen d'un kit Biorad SsoFast'™ EvaGreen® Supermix (Biorad,
Hercules, CA), selon les conditions réactionnelles présentées dans le Tableau 11 en

thermocycleur CFX 96 real Time Systems, C 1000TM (Biorad).
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Tableau 11 : Conditions réactionnelles des analyses qPCR permettant d“estimer les densités de la communauté

bactérienne totale et des populations d“Hyphomicrobium et de Thiobacillus thioparus.

Communauté
Hyphomicrobium Thiobacillus thioparus
bactérienne totale

Master Mix SsoFast

EvaGreen® Supermix

Amorce

Amorce

ADN

Eau ultra pure

Le programme est détaill¢ dans le tableau 12 :

Tableau 12 : Programme utilisé pour les analyses qPCR permettant d“estimer les densités de la communauté

bactérienne totale et des populations d“Hyphomicrobium et de Thiobacillus thioparus.

Communauté bactérienne
Hyphomicrobium Thiobacillus thioparus
totale
Etape Durée Température Durée Température Durée | Température
Activation de
2 min 98°C 1 min 95°C 2 min 95°C
I’enzyme
Dénaturation 10 sec 98°C 2 sec 95°C 20 sec 95°C
Hybridation -
20 sec 57°C 1 sec 60°C 30 sec 57°C
Elongation
Nombre de
47 45 45
cycles
Courbe de
65°C a 95°C 65°C a 95°C 65°C a 95°C
fusion

Les qPCR réalisées ont fourni des efficacités globalement supérieures a 90% pour tous les
standards. Pour tous les échantillons, la spécificité des amplicons est vérifiée par la
détermination des courbes de fusion de ces derniers.

La méthode de qPCR est basée sur la détermination du « cycle seuil », c'est & dire le nombre
de cycles d“amplification nécessaire pour que le niveau de fluorescence émis par les
fragments amplifiés dépasse un certain seuil.

Chaque réaction comprend, en plus des échantillons environnementaux, un controle négatif

(eau ultra pure) et une gamme standard qui permet de déterminer la relation entre le cycle
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seuil (C(t)) déterminé a partir des courbes de fluorescence et le nombre de copies du gene
cible (figure 25 et 26). La gamme standard est réalisée a l'aide d'un plasmide TOPO TA
Cloning® (INTROVIGEN, Carlsbad, USA) dans lequel est cloné le géne d'intérét. Dans le
cadre de notre étude, il s*agit du gene de I'ADNr 16S incluant les amorces V3F et V3R pour
quantifier les bactéries totales, les amorces Hypho F et Hypho R ainsi que Thio F et Thio R,

pour quantifier les populations d“Hyphomicrobium et Thiobacillus thioparus respectivement.

La gamme est composée de 3 triplicats allant de 79 a 7,9-10° copies du plasmide TOPO TA
Cloning®-l6S/ uL, de duplicats allant de 12,2-10% 4 12,2:107 copies du plasmide TOPO TA
Cloning®-Hyph0micr0bium/ uL et de duplicats allant de 2,8-10% 4 2,8-107 copies du plasmide
TOPO TA Cloning®-T. thioparus/uL (figure 25).

05 | Threshold

Fluorescence

20 25
Nombre de cycles

Figure 25 : Courbes d'amplification de la qPCR ADNTr-16S-T.thioparus obtenues pour les points de la gamme

et le témoin négatif (rouge) permettant de déterminer le cycle seuil. Le cycle seuil est défini par 1“intersection

avec la droite de fluorescence « seuil » (droite horizontale rouge).

Nombre de cycles (Ct)

Nombre de copies
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Figure 26 : Exemple de gamme standard obtenue pour la qPCR ADNTr-16S-T.thioparus et le témoin négatif

(rouge).

L'équation de la droite obtenue a partir de la gamme standard permet de relier la valeur du

cycle seuil C(t) d'un échantillon au nombre de copies du géne d'intérét dans 1'échantillon.
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3.3. Résultats et discussion

Dans le cadre de cette étude, les biofiltres BFA, BFB et BFC sont garnis par trois matériaux
(plaquettes papetieres, fibre de coco et écorces de pin) disposés en strates de 20 cm de la
facon suivante : plaquettes papetiéres, fibre de coco, plaquettes papeticres, fibre de coco,
écorces de pin (cf § 3.2.4.). L“utilisation de différents matériaux disposé€s en strates n“ayant
pas fait 1“objet de travaux disponibles a notre connaissance, il est donc nécessaire, dans un
premier temps, d“évaluer les performances d“une unité pilote garnie selon la procédure décrite
ci-dessus et de comparer les résultats obtenus avec ceux de la littérature. Pour faciliter cette
analyse comparative, il nous a semblé pertinent, dans le cadre de notre étude, de générer un
effluent gazeux contenant des composés soufrés (H,S, DMS et DMDS).

A 1issue de cette étape, les potentialités du couplage de deux procédés biologiques (filtre
percolateur/biofiltre) mis en ceuvre pour traiter un mélange de composés soufrés ont été
examinées. La concentration des composés soufrés est constante pendant toute la durée de
I“expérience.

La géométrie du réacteur (diametre : 30 cm ; hauteur de garnissage: 1 m) ainsi que les
parametres opératoires ont été choisis de maniere a mettre en ceuvre des unités pilotes les plus
représentatives possibles des biofiltres industriels utilisés pour le traitement d“effluent gazeux
émis par les équarrissages. Le sens de circulation de [“effluent gazeux est a courant ascendant.

La vitesse de passage du gaz est de 100 m.h™".

3.3.1. Impact de la stratification de différents matériaux supports sur le

traitement d’un effluent gazeux mono-polluant : ’'H,S

L“efficacit¢ d“éimination de 1H,S (27 mg.m'3 en entrée soit une charge entrante (faible)
d“environ 2,7 + 0,66 g d“H,S.m™ de garnissage.h™) a été mesurée sur une période d“étude de
60 jours en sortie du biofiltre BFH,S et sur toute la hauteur de colonne garnie a 10, 30, 50, 70

et 90 cm de [“entrée de [“effluent synthétique au sein du bioréacteur (figure 26).
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Figure 27 : Profils de concentrations de I“H,S en fonction du temps et de la hauteur de garnissage pour le

biofiltre BFH,S.

D“apres la figure 27, [“efficacité d“¢limination de 1"H,S est d“environ 77% dés le 1* jour en
sortie de colonne. Apres 15 jours de fonctionnement, le niveau d“abattement de 1“H,S se situe
autour de 90% soit une capacité d“dimination proche de 2,67 g H,S.m™ garnissage.h™.
L*“¢limination de ce compos¢ est quasiment totale (95%) aprés une vingtaine de jours de
fonctionnement du bioréacteur. Ces résultats mettent donc en évidence que la hauteur de
colonne garnie est nécessaire pour épurer [“effluent gazeux.

L“évolution de I“efficacité d“élimination en fonction de la hauteur de colonne révele un profil
de type inversement exponentiel, la majeure partie de la biodégradation de 1'H,S s“effectuant
entre 30 et 70 cm de hauteur (70% de la quantité d“H,S entrant). Ce type de profil a déja été
observé dans le cadre du traitement de charges plus importantes en H,S de [“ordre de 20 g
d“H,S.m™.h™" (Fanlo, 1994) par des biofiltres garnis de boues d*épuration conditionnées sous
forme de granulé.

Comme indiqué sur la figure, I'H,S est essentiellement éliminé au niveau des strates de fibre
de coco et de plaquettes papetieres, la quantité résiduelle étant dégradée au niveau de la strate
d“écorces de pin.

La biofiltration de 1“H,S a fait Iobjet d*“un grand nombre de travaux a 1“échelle du laboratoire
(Iranpour et al., 2005). L*“impact du matériau sur les taux d“abattement de 1"H,S a été examiné

par différents auteurs.
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Certains mettent en évidence que la nature et les caractéristiques du matériau support ont une
influence sur les performances atteintes par les biofiltres. L ¢ude de Ma et al. (2006) révele
que le rendement d“élimination de 1“H,S est de 99% et 93%, respectivement pour des
biofiltres garnis de charbon actif et de plaquettes papetieres, pour une charge volumique
entrante élevée de 10 kg H,S m™ garnissage-h™, alors que les performances atteintes par les
biofiltres garnis par de la tourbe granulaire (0 - 10 mm) et de la céramique (6 - 8§ mm) sont
moins élevées 87 et 83% respectivement).

En revanche, d“autres auteurs mettent en évidence que la nature du matériau support n“a pas
d“influence sur le niveau de performances obtenu. Filho et al. (2010) observent des
performances équivalentes (efficacité d“élimination supérieure a 99%), que le matériau
support utilisé soit de nature organique (bagasse de canne a sucre, fibre de coco) ou
synthétique (mousse de polyuréthane), avec pour inoculum des boues de stations d“€puration.
En fonction de la charge entrante, les capacités d““¢élimination s“échelonnent entre 18 - 67, 19-
69 et 19-73 g d"H,S m™ garnissage-h” pour la mousse de polyuréthane, la fibre de coco et la
bagasse de canne a sucre, respectivement. Il convient de noter que le pH au sein des
différentes unités pilotes était maintenu a la neutralité.

De méme, les travaux de Dumont et al. (2008) révelent que la nature du matériau support,
quelle soit organique (écorces de pin), synthétique ou inorganique (pouzzolane) n“a pas
d“influence sur le niveau d“efficacité d“élimination atteint. Les rendements d“élimination les
plus élevés (> 97%) sont atteints pour des charges volumiques de 1“ordre de 2-3 g d“H,S.m’
3 h, quel que soit le matériau considéré. L*“noculum utilisé est généraliste (boues de stations
d“épuration) et le pH n*a pas été régulé pendant la durée de [“essai, comme dans le cadre des
travaux de these. Il convient toutefois de noter que les performances du systéme évoluent en

fonction de la charge entrante en H,S.

Cette analyse comparative semble donc montrer que les niveaux d“efficacité d“élimination
atteints sont généralement élevés (de [“ordre de 90-100%) pour des charges similaires a celle
appliquée dans le cadre de notre étude (2-3 g d“H,S'm™ garnissage-h™), quel que soit le
matériau support (organique, inorganique ou synthétique). Ainsi, les niveaux d“abattement de
1“HpS sont similaires a ceux observés dans le cas de 1“utilisation d*un seul matériau support
comme garnissage.

L“¢tude d“un effluent gazeux mono-polluant constitué d“H,S, nous a permis de valider
I“utilisation de différents matériaux de garnissage disposés sous forme de strates (plaquette

papetiere/fibre de coco/écorce de pin). L“intérét de la superposition de différents matériaux
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sous forme de strates permettrait, sur site industriel, de réduire le cott 1i¢ au remplissage du
biofiltre ou au renouvellement du garnissage, les biofiltres industriels étant, dans la plupart
des cas, garnis par un mélange homogene de différents matériaux supports de nature
organique.

Cette structuration sera donc utilisée pour la suite des travaux qui s“attachent a traiter un
effluent gazeux complexe composé d“un mélange de soufrés (DMS, DMDS).

Notre choix s“est orienté vers une superposition en strate de trois matériaux organiques dont
leurs caractéristiques sont en adéquation avec une utilisation en tant que de garnissage de

biofiltre.

3.3.2. Traitement d’un effluent gazeux complexe (DMDS, DMS et H,S) par

biofiltration

3.3.2.1. Performances globales

Il convient de rappeler que le mélange de composés soufrés contient de 1“H,S (concentration

de 30 mg.m>

en entrée de bioréacteur soit une charge entrante d“environ 3,00 + 0,66 g
d“H,S.m~ de garnissage.h™) et deux composés soufrés organiques (DMS et DMDS). La
concentration de chaque composé soufré organique est de 20 mg.m™ soit une charge entrante
d“environ 2,00 + 0,37 g DMS (ou DMDS).m™ de garnissage.h”. L-efficacité d“édlimination
des composés constituant le mélange a été suivie pendant une période de 100 jours dans des

conditions stables de fonctionnement.

L efficacité¢ d“élimination globale des réacteurs BFA et BFB est de 84 % (+ 3%).

3.3.2.2. Performances détaillées

e Casdel’H,S
L analyse des résultats met en évidence 1“élimination compléte de 1°H,S dés les premiers jours

(3°™ jour pour BFA et BFB) en accord avec les résultats obtenus pour le BFH,S (figure 17).

e Cas du DMS et du DMDS

La figure 28 présente 1“¢volution de 1 efficacit¢ d“élimination des composés soufrés

organiques (DMS et DMDS) par les biofiltres BFA et BFB sur une période de 100 jours.
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Figure 28 : Efficacit¢ d“¢limination du DMS et du DMDS par BFA et BFB en fonction du temps
9émc
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L“évolution de 1“efficacité d*“¢limination du DMS et du DMDS (figure 27) est similaire pour
BFA et BFB. L“¢tat stationnaire est atteint a partir du 85¢me jour, le taux d“abattement des
DMS et DMDS sont d“environ 65-70% et 80% respectivement pour les biofiltres dupliqués.

Le délai nécessaire pour atteindre 1¢tat stationnaire est important (85 jours). Différentes

hypothéses peuvent étre suggérées. Le développement de populations bactériennes ayant la
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capacité a dégrader ses deux composés peut étre freiné par la disponibilité en substrat ou/et
des phénomenes de compétition avec d“autres populations (celles dégradant 1"H,S) (Tresse et
al., 2003 ; Sercu et al., 2004, 2006). Les résultats complémentaires détaillés par la suite

permettront d““affiner ces hypotheses.

Le bilan soufre sur les biofiltre BFA et BFB (détail du calcul en annexe 8) a été réalisé a
1“état stationnaire (entre t = 82 et t = 100 jour) en considérant le ratio massique de la quantité
de soufre entrante sous forme H,S, DMS et DMDS a 1“¢tat gazeux par rapport a la quantité de
soufre sous forme de sulfate dans la phase aqueuse et de composés soufrés a 1“état gazeux non
consommé. La proportion de soufre non récupéré est inférieure a 1% pour les deux biofiltres.

Néanmoins, il convient de préciser que ce bilan ne prend pas en compte [“assimilation du
soufre par la biomasse (syntheése d“acides aminés soufrés) ainsi que la fraction de polluants
solubilisés non biodégradés et les métabolites réactionnels intermédiaires présents dans le
biofilm. Cette fraction est probablement faible pour deux principales raisons : les composés
soufrés utilisés dans le cadre de ces travaux sont hydrophobes et les cinétiques de dégradation
des intermédiaires réactionnels (méthanethiol et H,S) sont probablement plus élevées que
1“étape précédente (transformation du DMS ou du DMDS en méthanethiol). D*apres les voies
de dégradation de ces composés soufrés, ces résultats confirment la biodégradation de ces

trois composés soufrés par la biomasse au sein de ces biofiltres.

Ces résultats (figure 27) révelent que les composés soufrés organiques sont plus difficilement
biodégradables que 1“hydrogene sulfuré. D apres la littérature, les performances d“éuration
de ces composés en systéme mono-polluant sont tres élevées (de 99 a 100%) au sein de ces
réacteurs (Chung et al., 2005 ; Ramirez et al., 2009 ; Arellano-Garcia et al., 2010). Le
traitement de ces composés en mélange a €été rarement étudié. Néanmoins, les quelques
travaux réalisés mettent en évidence que les niveaux d“abattement des DMS et DMDS sont
nettement inférieurs a ceux observés dans le cadre de notre étude : efficacité d“élimination de
1“ordre de 30 et 55% pour les DMS et DMDS respectivement en mélange avec 1“H,S
(Deshusses et al., 2000). Cette différence peut s“expliquer par 1“émergence de communautés
fonctionnelles particulierement actives dans le cas de notre étude. Il est probable que
I“utilisation de matériaux organiques de composition différente puisse favoriser le
développement de communautés influencées par la biomasse endogene intialement fixée. La
détermination de 1“origine des communautés microbiennes qui s“implantent au sein de

biofiltres a révélé que la communauté est principalement influencée par la composition de la
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biomasse endogene du support, et dans une moindre mesure, par I“apport de I“inoculum

(Stoffels et al., 1998 ; Tresse et al., 2002 ; Cabrol et al., 2012).

Différents travaux (Ramirez et al., 2012 ; Soupramanien et al., 2012) ont mis en évidence un
ordre de biodégradation de ces composés soufrés, dans le cas de la mise en ceuvre de biofiltres
ou de microcosmes dans lesquels la biomasse est planctonique. Il a été observé que les DMDS
et le DMS sont plus difficilement biodégradables que 1"H,S et le méthylmercaptan.

Cet ordre de biodégradation peut s“expliquer par une combinaison de phénoménes physico-
chimiques et biologiques (Aizpuru et al., 2001).

Le passage du polluant de la phase gazeuse a la phase liquide a lieu en accord avec les lois
physiques décrivant les transferts de phase. Ainsi, a [“équilibre, la part de composé entre la
phase gazeuse et aqueuse est décrite par la loi de Henry. Les concentrations dans 1“eau sont
proportionnelles a celles dans 1“air, avec une constante de proportionnalité caractéristique du
polluant qui est sa constante de Henry. Cette constante est typiquement exprimée en atm.L.
mol™ décrivant le ratio de la pression partielle du composé en phase gazeuse sur la
concentration du composé en phase aqueuse. Cette constante peut étre également exprimée
sous la forme adimensionnelle (rapport de la concentration du composé dans la phase
gazeuse sur la concentration du composé dans la phase liquide) (Sander, 1999). La
disponibilité du substrat dans la phase aqueuse (biofilm) peut donc étre estimée par sa
constante de Henry : H = Cg/CyL. Le tableau 13 présente les valeurs adimensionnelles de
I“inverse de la constante de Henry pour les trois composés soufrés (Sander, 1999 ; Schuhfried

etal., 2011).

Tableau 13 : Inverse de la Constante de Henry a 20°C pour les trois composés soufrés (H,S, DMS, DMDS)
(Sander, 1999).

H,S DMS DMDS
Constante de Henry (H) 2,4 14,7 20,0

L*analyse des valeurs de la constante de Henry (constante adimensionnelle) pour ces
différents composés révele dune part que ces composés sont peu transférables dans la phase
aqueuse et d“autre part que la disponibilité de 1"hydrogéne sulfuré est moins élevée que celle
des composés soufrés organiques pour lesquels les valeurs de la constante de Henry sont plus
proches (DMDS, DMS, MM). Or, il est observé que 1“H»S est plus facilement biodégradable
que les DMS et DMDS.
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L“ordre d*“¢limination de ces composés est également influencé par [“activité biologique des
communautés fonctionnelles dont la cinétique de dégradation (Aizpuru et al., 2001 ; Gabriel

et al., 2007, Cabrol et Malhautier, 2011Db).

3.3.2.3.  Profils de concentration des composés soufrés en fonction de la hauteur de

colonne

e Casdel’H,S
La hauteur de colonne nécessaire a I“élimination de 1H,S est de 10 cm sur toute la durée de
I“expérience pour BFA et BFB. Si les niveaux de performance sont similaires dans le cas du
traitement de 1°H,S seul au sein du BFH,S (ef § 3.3.1.) ou en mélange, 1“analyse comparative
des résultats obtenus met en évidence des différences en termes de hauteur nécessaire a
1“élimination de ce composé. Les facteurs susceptibles d“expliquer ces résultats semblent étre

liés aux conditions opératoires et a 1“inoculation.

Il convient de rappeler les éléments suivants :

v" Le pH de la phase aqueuse du biofiltre (BFH,S) n*a pas été régulé au cours du temps,
les valeurs de pH diminuant progressivement de 5,6 a 1 pendant la durée de
I“expérience (30 jours). En revanche, le pH de la phase aqueuse des biofiltres (BFA et
BFB) a été maintenu a la neutralité (7-7,5).

v Lnoculum utilisé pour I“ensemencement de BFH,S peut étre qualifié de généraliste
(boues activées issues d“une station de traitement d“eaux usées urbaines) alors que
BFA et BFB ont été ensemencés avec une communauté microbienne acclimatée aux
composés soufrés (équarrissage).

v Enfin, le mode d“inoculation du biofiltre BFH,S différe de celui de BFA et de BFB :
immersion du matériau au sein des boues activées pendant 24 heures pour le biofiltre

BFH,S et recirculation de 1“inoculum pendant 24h pour les autres bioréacteurs.

D*“apres les résultats obtenus, les conditions opératoires dont le pH de la phase aqueuse
pourraient avoir un impact sur 1“activité des communautés microbiennes et par conséquent sur
les performances des bioprocédés. Le mode d“mnoculation peut €également avoir une influence
sur la formation du biofilm et par voie de conséquence sur le développement de populations

adaptées aux conditions opératoires du biofiltre.
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De plus, la composition microbienne de 1“inoculum pourrait également influencer les
performances atteintes par le systeéme biologique méme si le role de 1“inoculum, acclimaté ou
non, dans 1“implantation de la communauté au sein des biofiltres est controversé (Cabrol,
2010). Certains travaux ont mis en évidence 1“intérét de 1“inoculation des bioréacteurs par une
biomasse acclimatée afin d“accélérer la prise d“efficacité et d“atteindre des performances
supérieures (Leson and Smith, 1997 ; Prado et al., 2005).

Les résultats obtenus concernant la dégradation de 1“H,S corroborent ceux de Prado et al.
(2005), la hauteur de colonne nécessaire a I“¢limination de 1“H,S étant largement inférieure
(10 cm) pour les bioréacteurs inoculés avec une biomasse acclimatée que dans le cas d“un
bioréacteur inoculé avec une communauté « généraliste » (1 m). Bien que l'intérét de
I“inoculation ait ét¢é montré d'un point de vue fonctionnel (efficacit¢ d“élimination), son
impact a long terme d'un point de vue microbien est souvent sujet a discussion. Des études
montrent qu'au sein de réacteurs réalisant la méme fonction et dont les conditions opératoires
sont identiques, mais inoculés différemment, des communautés distinctes se développent a
long terme. Le développement de ces communautés a clairement été impacté par l'histoire et
l'origine de l'inoculum (Khammar et al., 2005 ; Sercu et al, 2005-a, Legrand, 2011). A
lI'inverse, d'autres ¢tudes ont montré que 1'enrichissement de 1'inoculum au contact du polluant
a traiter n'était pas suffisant pour sélectionner une communauté apte a s'implanter dans le
réacteur (Stoffels et al, 1998 ; Tresse et al, 2002). Les conditions opératoires auraient un
impact plus important sur la communauté que la composition initiale de 1'inoculum comme
cela a €ét¢ mis en évidence récemment dans le cadre du traitement d'un effluent gazeux
représentatif d'émissions de compostage (Cabrol et al., 2012) ou dans le cas d'un effluent
mono-polluant (DMS) (Legrand, 2011).

Cependant, dans le cadre de notre étude, il n“est pas possible de distinguer/quantifier
I“influence de 1“inoculum, d*“une part, et des conditions opératoires (mode d“inoculation et
pH), d“autre part, sur les performances atteintes par les biofiltres en termes de biodégradation
de I"H,S.

Néanmoins, [“analyse de ces résultats avec ceux de la littérature permet de dégager les
conclusions suivantes.

Les populations microbiennes impliquées dans la dégradation de 1H,S tolérent de larges
gammes de pH : I'H,S est éliminé au sein d“environnements a pH neutre comme a pH acide
(cf fig.17 chap.2) (Easter et al., 2005). Il est également fort probable que 1“émergence de
populations spécifiques soit favorisée par les conditions du réacteur : les populations se

développant a pH neutre différent probablement de celles a pH acide. Des populations
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acidophiles ou neutrophiles ont été identifiées par différents auteurs (Kelly et al., 1989 ;
Kasakura et al., 1995). D autres genres bactériens tels que Xantomonas ou Methylophaga sont
aussi connus pour dégrader cette molécule (Ruokojédrvi et al., 2001). Les populations
neutrophiles se développant au sein de BFA et BFB peuvent présenter des avantages
compétitifs tels qu“un taux de croissance supérieur et une meilleure affinité pour le substrat a
“origine de performances supérieures pour ces bioréacteurs.

L*“ntérét de 1“inoculation des bioréacteurs par une biomasse acclimatée afin d“accélérer la
prise d“efficacité et d“atteindre des performances supérieures a été mis en évidence dans le
cadre de cette ¢tude, la hauteur de colonne nécessaire a 1“¢limination de 1“H,S étant largement
inférieure (10 cm) pour les bioréacteurs inoculés avec une biomasse acclimatée que dans le
cas d“un bioréacteur inoculée avec une communauté « généraliste » (1 m).

Enfin, le mode d“inoculation peut avoir un impact sur la formation du biofilm et par voie de
conséquence sur I“émergence de populations qui se sont adaptées aux conditions opératoires
du biofiltre.

Les résultats obtenus concernant la dégradation de 1"H,S semblent révéler que la combinaison
des conditions opératoires ainsi que la composition de 1“inoculum induisent 1“émergence de
populations spécifiques, celles se développant au sein des BFA et BFB étant plus

compétitives que celles colonisant le biofiltre BFH,S.

e Cas du DMS et du DMDS

La figure 29 présente les distributions longitudinales de la dégradation des DMS et DMDS au

début de 1“expérience (t =9 jour), a t = 59 jour et a 1“état stationnaire (t = 100 jour).

A. Soupramanien — These ED SPIGA — Nantes/Ales — 2012 Page 118



Chapitre 3 : Traitement de composés soufrés en mélange

DMS
1@
0.9 ﬁ e
: o
0.8 9
2
0,7 B 8 8
&
S 06 8
o o .
0.4 B A
0.3 A
0,2
0,1
O 1 1 1 1 % 1 1 1 1 % 1 1 1 1 % % 1 1 1 1 % 1 1 1 1 % 1 1 1 1 % 1 1 1 1 % 1 1 1 1 % 1 1 1 1 {
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1
H/H,
OBFA 9¢me jour ABFA 59¢éme jour O BFA 100¢me jour
OBFB 9¢me jour ABFB 59¢me jour COBFB 100éme jour
DMDS
13 a
0.9 F A 8
0.8 E (m] lo)
Bl (= = A o 8 o
0,7 +
E (] 6 (o]
S 0,6 ¢
S : A N
05 1
F (m]
04 &
E (m]
0.3 A
F o
0,2 + (m |
E (m]
0,1 +
0 e ey
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1
H/Ho
OBFA 9¢éme jour A BFA 59¢me jour O BFA 100¢me jour
OBFB 9¢me jour A BFB 59¢me jour COBFB 100¢me jour

Figure 29 : Profils de concentrations du DMS et du DMDS en fonction de la concentration et de la hauteur de

garnissage pour les biofiltres BFA, BFB.
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Les profils de concentration du DMS et du DMDS évoluent de maniére similaire dans le
temps pour les dupliquats. Si les profils de concentration sont linéaires dés le début de
I“expérience, la pente des droites de régression en fonction du temps augmente. Cette
évolution peut s“expliquer par [“implantation d“une microflore active en termes de

dégradation de ces composés.

La figure 30 représente le profil de concentration moyen du DMS et DMDS a 1“état
stationnaire (de t= 85 a t = 100 jour) pour BFA et BFB (9 profils). L“évolution de la
concentration du DMS et DMDS en fonction de la hauteur de colonne étant similaire pour

BFA et BFB, les valeurs moyennes sont portées sur la figure ci-dessous.
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Figure 30 : Moyenne des profils de concentration du DMS et du DMDS en fonction de la hauteur de garnissage

pour les biofiltres BFA et BFB a 1“étt stationnaire de t= 85 a t = 100 jour.

Ce type de profil a été observé dans le cas du traitement du DMS en mélange avec des
composés plus biodégradables (cétone et aldéhyde) par des biofiltres dupliqués et garnis par
un matériau organique (fibre de coco) (Gadal-Mawart, 2012). En considérant, pour chaque
composé, la hauteur nécessaire pour atteindre un abattement de 50% comme indice de
performance (H;.), la valeur obtenue dans le cadre de notre étude (0,75 m pour le DMS) est
du méme ordre de grandeur que celle observée par Gadal-Mawart (2012). L“analyse de ces

résultats semble indiquer a nouveau que la disposition de différents matériaux en strates sur
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toute la hauteur de colonne n“influe pas sur les performances atteintes par ces biofiltres
concernant la dégradation de composés soufrés.

Cette distribution linéaire des activités de biodégradation pourrait étre due a une limitation par
la réaction (dégradation des composés) (Devinny et al., 1999 ; Aizpuru et al., 2003). La
cinétique de dégradation de ces deux composés par les microorganismes (faibles affinité pour
le substrat et vitesse de dégradation) pourrait ainsi expliquer la distribution de 1*activité de

biodégradation (Aizpuru et al., 2003).

En conclusion de ce paragraphe, au sein des biofiltres BFA et BFB, un ordre de
biodégradation s“éablit dans le temps (cinétiques de dégradation) et dans 1“espace
(stratification des activités), confirmant les observations de Mathur et al., 2008 ; Sempere et
al., 2008 et Cabrol et al., 2012. Les résultats mettent en évidence que 1“H,S est éliminé sur les
10 premiers cm de colonne alors que les niveaux d“abattement des DMS et DMDS atteignent
70 et 80% respectivement en sortie de colonne.

Ce phénomeéne peut s“expliquer par une compétition de substrats. En présence de différents
substrats, une population potentiellement capable de dégrader chaque substrat peut opérer un
shift métabolique vers la consommation d“un substrat préférentiel (H,S dans notre cas) au
détriment d“un substrat plus récalcitrant (DMS ou DMDS dans notre cas) (Santos et al.,
2000 ; Cabrol et Malhautier, 2011b). Cette hypothése de compétition de substrats se traduit
par une communauté microbienne plutét homogene sur la hauteur de colonne, en dépit d““une
stratification des activités de dégradation. Une autre explication serait liée a un mécanisme de
compétition de populations. Les populations impliquées dans la dégradation de 1"H,S d“une
part et des DMS et DMDS d“autre part peuvent étre caractérisées par des taux de
consommation d“oxygéne et de croissance différents (Lee et al., 2006 ; Qi et al., 2006), ce qui
se traduit par une compétition des souches pour I“espace et [“oxygene (Deshusses et al., 1999 ;
Lee et al., 2009). Le substrat le plus facilement biodégradable est consommé
préférentiellement par la population qui a le taux de croissance ou de consommation
d“oxygene le plus élevé, colonisant I“espace ou épuisant [“oxygéne au détriment de la
population consommant le substrat plus récalcitrant et caractérisée par un taux de croissance
ou de consommation d“oxygene moins €levé.

Il semble donc intéressant de connaitre 1“implantation de la communauté bactérienne au sein
de ces biofiltres dupliqués. Deux indicateurs ont été considérés : la densité de peuplement et
la structure de la communauté bactérienne totale au sein des biofiltres. De plus, deux

populations impliquées dans la dégradation des composés soufrés ont fait 1“objet d“une
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attention particuliére. La densité de peuplement de ces populations a été estimée en utilisant

des amorces spécifiques.

3.3.2.4. Approche de la composante microbienne

e Densité de la communauté bactérienne totale

En termes de densité (nombre de copies/ng d“ADN extrait), les microorganismes totaux sont
uniformément répartis sur toute la hauteur de colonne, quel que soit le biofiltre (valeur
moyenne de 5,2E+06 + 3,5E+06 pour BFA et 4,9E+06 + 3,9E+06 pour BFB).

e Analyse par PCR-DGGE

La figure 31 ci-dessous présente les profils PCR-DGGE obtenus a partir d“échantillons de

matériaux préleveés sur toute la hauteur de colonne pour les biofiltres dupliquats.

BFA
Similarité (%)
o
S 8% . .8 8 €
| 1 | | | 1 | | | | | CF) | | | | | | | |
Fibrede coco (30 cm)
Fibrede coco (70 cm)

Plaquettes papetiéres (10 cm)

Ecorces de pin (90 cm)

Plaquettes papetiéres (50 cm)
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BFB
Similarité (%)
o
o o - o o
T Fr e e PoeeFanal
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Fibrede coco (30 cm)

Figure 31 : Représentation de la structure des communautés au sein des biofiltres BFA et BFB garnis de

plaquettes papetiéres (10 et 30 cm) ; fibre de coco (50 et 70 cm) et écorces de pin (90 cm). Clustérisation basée
sur 1“analyse des positions et des intensités relatives des bandes détectées sur profil DGGE. Le dendrogramme
est construit selon la méthode UPGMA a partir de la matrice des similarités calculées par 1“indice de Bray-

Curtis.

Comme 1“indique la figure 31 ci-dessus, une structuration différente de la communauté
bactérienne est observée pour BFA et BFB aprées 100 jours de fonctionnement des
bioréacteurs. Ce résultat laisse suggérer une divergence structurelle entre duplicats, malgré la
reproductibilit¢ fonctionnelle (efficacité d“élimination des polluants a traiter). Cette
divergence peut étre reliée a la redondance fonctionnelle (communautés de composition
différente capables d“exercer la méme fonction globale (Franklin et Mills, 2006) ainsi qu“ala
diversité de la source dont est issue la métacommunauté (Curtis et Sloan, 2004). Dans le cadre
de ces travaux, nous nous sommes focalisés sur la communauté bactérienne totale. Il convient
de noter que, dans la plupart des cas, la communauté active ou une communauté fonctionnelle
n“ont pas les mémes caractéristiques, ne subissent pas les mémes impacts opératoires et
n“exercent pas la méme influence sur la fonction (Cabrol et Malhautier, 2011a). Il nous a donc
semblé intéressant d“étudier la structuration (en termes de densités de peuplement) de deux
populations fonctionnelles d“intérét (Hyphomicrobium et Thiobacillus thioparus), ces

populations ayant ét¢ identifiées comme ayant la capacité a dégrader les DMS et DMDS.
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e Analyse par qPCR

La figure 32 présente la distribution de la densité des bactéries totales ainsi que des

populations d“Hyphomicrobium et de Thiobacillus thioparus sur la hauteur de colonne.
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Figure 32 : Nombre de copies du géne de 'ADNr-16S (région V3) M , permettant de dénombrer la communauté
bactérienne totale, du géne ADNr-16S permettant de dénombrer la population Hyphomicrobium W, et du géne
ADNr-16S permettant de dénombrer la population de Thiobacillus thioparus [, a partir échantillons des
biofiltres BFA et BFB. PP : Plaquettes papetiéres ; FP : Filtre percolateur ; EC : Ecorces de pin.
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L“analyse de la distribution des densités de deux populations connues pour €tre impliquées
dans la dégradation de ces composés soufrés révele une augmentation linéaire des densités
d“Hyphomicrobium en fonction de la hauteur de colonne (de 6,6E+02 + 1,75E+02 a 1,1E+06
+ 4,1E+05 pour BFA et de 2,2E+03 + 9,6E+02 a 8 2E+05 + 2,6E+04 pour BFB). Il en est de
méme pour les effectifs de Thiobacillus thioparus sur BFA (1,6E+01 = 1,0E+01 a 1,0E+05 =
1,4E+04) alors que sur BFB, 1“augmentation linéaire des valeurs de densité semble moins
marquée. Il convient de noter que Thiobacillus thioparus est détecté en bas de colonne mais
les effectifs sont faibles (1,6E+01 + 1,0E+01 et 8,3E+01 + 1,1E+01 pour BFA et BFB

respectivement).

Les densités de population d“Hyphomicrobium sont plus élevées sur BFA (2,6E+05 +
2,7E+05) que sur BFB (2,2E+04 + 4,83E+04).

Pour mieux visualiser ces résultats de densités, la figure 33 présente les profils de densité de
peuplement des genres Hyphomicrobium et Thiobacillus thioparus en fonction de la hauteur
de colonne pour BFA et BFB respectivement. Les profils de dégradation des DMS et DMDS

ont été également rajoutés sur la figure.
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Figure 33 : Profil de densit¢ de peuplement pour les populations d“Hyphomicrobium et de Thiobacillus

thioparus (obtenu a partir des échantillons des biofiltres BFA et BFB) et profil de concentration du DMS et du
DMDS en fonction de la hauteur de colonne. y; : courbe de tendance d“Hyphomicrobium ; y,: courbe de

tendance de Thiobacillus thioparus.

L augmentation linéaire des densités bactériennes sur toute la hauteur de colonne a été
observée par différents auteurs (Juteau et al., 1999 ; Borin et al., 2006 ; Cabrol et al., 2012).
La colonisation des matériaux supports par les populations d“Hyphomicrobium et de
Thiobacillus thioparus au sein des biofiltres BFA et BFB permet de suggérer que ces
populations seraient impliquées dans la dégradation de ces deux composés. Comme
mentionné précédemment, ces microorganismes ont été répertoriés dans la littérature comme
possédant la capacité a dégrader les composés soufrés : H,S, mercaptans et sulfures pour
Thiobacillus thioparus ; mercaptans et sulfures pour Hyphomicrobium.

Dans le cadre de notre étude, les résultats obtenus semblent révéler que la population de
Thiobacillus thioparus est sensible (1,6E+01 et 8,3E+01 pour BFA et BFB respectivement) a
la présence d“H,S en bas de colonne alors que son développement ne semble pas étre affecté
par les niveaux de concentration du DMS et DMDS sur la majeure partie de la colonne (au-
dela de 30 cm). Il est probable également que d“autres populations plus compétitives occupent
cette tranche du réacteur (0-30 cm) au détriment de la population ciblée. Des phénomenes de
compétition entre les populations consommant 1“H,S et celles dégradant les DMS et DMDS
favoriseraient la prédominance de celles impliquées dans la dégradation de 1“H,S dans cette

portion de colonne.
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L“augmentation linéaire des densités d“Hyphomicrobium et de Thiobacillus thioparus en
fonction de la hauteur de colonne peut donc étre reliée a la stratification des activités de
biodégradation (dégradation de 1H,S sur les 10 premiers cm de colonne puis des autres
composés soufrés sur les 90 cm de hauteur restants). De plus, ce résultat tendrait é¢galement a
indiquer que cette population pourrait étre inhibée par les substrats et/ou par les sous-produits
de dégradation que sont le méthanethiol et 'H,S, d“apres les voies métaboliques identifiées a
ce jour.

I1 convient de souligner que les analyses qPCR réalisées ne ciblent pas la communauté active
en termes de dégradation mais la présence d“une population, les amorces spécifiques €tant
obtenues a partir de 1“ADNr-16S. Pour mieux comprendre les mécanismes biologiques
régissant la dégradation biologique des composés soufrés, il serait pertinent d“évaluer les
populations fonctionnelles réellement impliquées dans la dégradation de ces composés soufrés
en ciblant un/des genes de fonction (gene SoxB par exemple impliqué dans la dégradation de
1“H,S) (Cabrol et Malhautier, 2011a ; Gadal-Mawart, 2012) ou d“autres génes de fonction
impliquées dans la dégradation biologique des DMS et DMDS comme les génes de fonction
impliqués dans la déméthylation du DMS en méthanethiol d“une part et/ou la transformation
de ce dernier en hydrogene sulfuré. A ce jour, les populations et les réactions biologiques
associées sont mal connues. En outre, les outils moléculaires permettant de cibler ces
microorganismes ne sont pas disponibles, méme si des travaux sont menés pour €lucider ces
mécanismes biologiques de dégradation du DMS et du DMDS (Schéfer et al., 2010 ; Boden et
al., 2011 ; Gadal-Mawart, 2012).

3.3.3. Evaluation du couplage filtre percolateur/biofiltre (FP/BFC) pour le
traitement d’un mélange complexe de composés soufrés (H,S, DMS et

DMDS)

3.3.3.1. Performances globales

L“efficacité¢ d“¢élimination globale du couplage est de 95% + 1%. Celles-ci sont plus élevées
que celles observées lors du traitement de cet effluent multi-composés par biofiltration (de

“ordre de 15% plus €levé + 2%).
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3.3.3.2. Performances détaillées

e Casdel’H,S

L“H,S est totalement éliminé au sein du filtre percolateur dés le démarrage de 1“expérience.
Ce résultat n“est pas surprenant car la charge appliquée est faible (~ 3 g H,S.m™ garnissage.h”
" et le temps de séjour en fit vide élevé de 36 s. Des niveaux d“abattement similaires ont été
atteints dans le cas du traitement d“H,S seul a des charges volumiques nettement plus ¢levées
pouvant atteindre 20 g.m™ garnissage.h™ et des temps de séjour de 1“ordre de 10 - 20 s, le pH
de la phase aqueuse étant également maintenu a des valeurs proches de la neutralité (Jin et al.,
2005 ; Aroca et al., 2007 ; Ramirez et al., 2009). De plus, d“autres travaux ont mis en
évidence que les capacités d“élimination atteintes par les filtres percolateurs peuvent excéder
100 g d“H,S.m™ de garnissage.h™ pour des temps de séjour en fiit vide de 1ordre de 2 a 3
secondes mais le pH de la phase aqueuse est plus acide (2 - 4) (Chen, 2010 ; Chunjing et al.,
2011 ; Deng et al., 2012).

Dans le cadre de cette étude, il n“a pas été possible de connaitre la hauteur de colonne
nécessaire a 1“¢limination de ce composé. Il est probable que 1"H,S soit éliminé au sein du
biofilm se formant sur le garnissage et par la microflore planctonique dont la composition

peut différer de celle du biofilm (Sercu et al, 2005).

e Cas du DMS et du DMDS

La figure 34 représente 1“évolution du taux d“abattement de ces deux composés par le

couplage FP/BFC.
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Figure 34 : Evolution de la biodégradation du DMS et du DMDS sur BFA/BFB (moyenne) et BFC. \\ : arrét
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compresseur au 59 jour (pendant 6 jours). Récupération de 1“efficacité d“avant 1“arrétau 73" jour.

Les DMDS et le DMS ne sont pas ¢liminés au sein du FP. L effluent gazeux alimentant le
biofiltre contient donc uniquement du DMS et DMDS. Ce résultat peut s“expliquer par
I“absence d“une biomasse adaptée a la dégradation de ces composés, par des phénomenes
d“exclusion compétitive (inhibition par d“autres populations dégradant 1“H,S par exemple),
par la différence des cinétiques de dégradation de 1“H,S par rapport a celles des DMS et
DMDS ou par un environnement défavorable a leur développement (disponibilité en substrat).
Les conditions opératoires au sein du FP peuvent effectivement induire une limitation du
transfert des polluants de la phase gazeuse vers la phase aqueuse. Dans ce cadre, il aurait été
intéressant d“éudier 1“influence de la diminution du débit d“aspersion du garnissage sur le
transfert et 1“abattement de ces composés.

Le DMDS est totalement dégradé a 1“¢état stationnaire aprés 80 jours de fonctionnement du
couplage. Le niveau d“abattement du DMS est de 84% a 1“état stationnaire. Apres trois mois
de fonctionnement, le taux d“abattement des DMS et DMDS au sein de BFC est supérieur (de
1“ordre de 15 a 20%) a celui observé en sortie des biofiltres BFA et BFB. Ce travail a donc
permis de révéler les potentialités du couplage FP/BFC pour améliorer 1“¢limination des DMS
et DMDS. Néanmoins, concernant le FP, 1“ajustement de conditions opératoires est nécessaire
pour améliorer la capacité du FP a dégrader non seulement 1H,S mais aussi les composés

plus récalcitrants.
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Le bilan soufre a été¢ évalué pour le couplage FP/BFC, les résultats sont donnés dans le

tableau 14. Le calcul du bilan est donné en annexe 8.

Tableau 14 : Bilan soufre déterminé pour les Biofiltres BFA et BFB et le couplage FP/BFC.

BFA

BFB

FP

Erreur bilan

0,4
soufre (%)

-18,3

L*erreur de bouclage est quasiment nulle pour BFC, comme pour BFA et BFB. En revanche,

“erreur est plus élevé (environ 10%) pour le filtre percolateur. Ce résultat peut s“expliquer par

une surestimation de la teneur en sulfates liée a la technique analytique utilisée.

3.3.3.3.

Profils de concentration du DMS et du DMDS en fonction de la hauteur de

colonne pour BFC

La figure 35, représente les profils de concentration du DMS et du DMDS en fonction de la

hauteur de colonne & 1“état stationnaire (ES1 au 102°™ jour).
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Figure 35 : Profils de concentrations moyens du DMS et du DMDS en fonction de la hauteur de garnissage pour
les biofiltres BFA/BFB (moyenne) et le biofiltre (BFC) couplé au filtre percolateur (FP) a 1“état stationnaire ES1
(102°™ jour).

La cinétique de dégradation des deux composés est plus élevée au sein de BFC (pente de 0,8
et 1.2 pour DMS et DMDS respectivement) par rapport 8 BEFA/BFB (pente de 0,7 et 0,8 pour
DMS et DMDS respectivement). De plus, il convient de préciser que le DMDS est totalement
¢liminé sur une hauteur de 85 cm pour BFC alors que la hauteur totale de colonne est
nécessaire pour ¢liminer 80% de la quantit¢é de DMDS entrant pour BFA/BFB a 1“état
stationnaire. Ce résultat met également en évidence que le DMS est plus récalcitrant a la

dégradation que le DMDS.

3.3.3.4. Approche de la composante microbienne

¢ Dénombrement des bactéries totales par gPCR

Toute comme BFA et BFB, les microorganismes totaux sont uniformément répartis sur toute
la hauteur de colonne, (valeur moyenne de 5,7E+06 + 5,9E+06 pour BFC). Les densités de
peuplement sont équivalentes a celles mesurées pour BFA et BFB (en moyenne 3,6E+06 +

1,1E+06).

Les valeurs de densité des bactéries totales au sein de la phase aqueuse du FP sont de 1,1E+06

copies d“ADNr-16S / ng ADN extrait.
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e Analyse de la structure des communautés par PCR-DGGE

La structuration de la communauté bactérienne totale au sein de BFC différe de celle de BFA
et BFB (Annexe 9). Ce résultat n“est pas surprenant car la pression de sélection imposée par
la composition du gaz en entrée différe entre BFA/BFB et BFC. La composition du gaz en
entrée de BFC ne contient pas d“H,S, celui-ci étant totalement éliminé au sein du FP. Comme
précédemment pour BFA et BFB, la structuration (en termes de densités de peuplement) de
deux populations fonctionnelles d“intét (Hyphomicrobium et Thiobacillus thioparus) a été

évaluée.

e Analyse par qPCR

Au sein du FP, la population Thiobacillus thioparus a été identifiée, toutefois les niveaux de
densité sont faibles (4,4E+01 copies d“ADNr-16S Thiobacillus thioparus / ng ADN extrait). Il
peut étre suggéré que les conditions opératoires au sein du FP ne favorisent pas le
développement de cette population (Maestre et al., 2007). Ce résultat peut également
s“expliquer par 1“exclusion compétitive (Steele et al., 2005) se traduisant par 1“émergence
d“autres populations plus compétitives au détriment de Thiobacillus thioparus. Les niveaux de
densité de la population Hyphomicrobium sont plus élevés (1,5E+03 copies d“ADNr-16S
Hyphomicrobium/ng ADN extrait). D*apres la bibliographie, cette population serait impliquée

préférentiellement dans la dégradation des composés soufrés organiques.

Néanmoins, la dégradation des DMS et DMDS n*est pas observée au sein du FP. La présence
de cette population permet de suggérer les hypothéses suivantes : les conditions opératoires
permettent le maintien de cette population, celle-ci assimilant les débris cellulaires issus

d“autres microorganismes ou/et serait impliquée dans la dégradation de 1“H,S.

Les analyses qPCR réalisées a partir d“échantillons de BFC mettent en évidence une évolution
similaire a celle observée pour BFA et BFB quel que soit le groupe bactérien considéré

(figure 36).
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Figure 36 : Nombre de copies du gene de 'ADNr-16S région V3 M permettant de dénombrer la communauté

bactérienne totale, du géne ADNr-16S permettant de dénombrer la population Hyphomicrobium M et du géne
ADNr-16S permettant de dénombrer la population de Thiobacillus thioparus [ a partir échantillons des
biofiltres BFA et BFB.

v' La distribution des densités de la population Hyphomicrobium en fonction de la
hauteur de colonne augmente linéairement sur toute la hauteur de colonne (de 1,3E+04
+ 0,8E+05 a 8,7E+05 + 1,0E+05). Il convient de noter que I“analyse qPCR de
I“échantillon correspondant a Hyphomicrobium a mi-hauteur (50 cm) de colonne n“a
pas permis d“obtenir des résultats exploitables.
Néanmoins, les valeurs de densité de cette population semblent plus élevées au sein de
BFC que pour BFA/BFB.

v’ Les effectifs de Thiobacillus thioparus demeurent assez stables sur toute la hauteur de
colonne (autour de 10° nombre copies). La répartition des densités de Thiobacillus
thioparus en fonction de la hauteur de colonne différe donc de celle observée pour

BFA et BFB (figure 36).
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La figure 37 présente les profils de densité de peuplement des populations Hyphomicrobium
et Thiobacillus thioparus en fonction de la hauteur de colonne pour BFA et BFB et BFC, ainsi

que la communauté bactérienne totale.

1,0E+07

L

» b
[
2

1,0E+06

TRRTIT
\’

— 5x
1,0E+05 v1=10502¢

L

R2=0,94 ¢ ) ¢
/
1,0E+04 *

L

/ / L
*
= 8x
[ ] y; =44¢
Y2 = 757 3% ] R2.=.00

nombre de copies/ng d'ADN extrait

1,0E+03 - R2=0,90
] R?=0,94

1,0B+02 -
i | ]

1,0E+01 +

1,0E+OOvvvvxvvvvxvvvvwvvvvxvvvvxvvvvxvvvvxvvvvxvvvvxvvvvw
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0

H/H,
EBFA-BFB Thio ¢ BFA-BFBHypho ¢ BFCThio ¢BFCHypho 4ABFA-BFBV3 4BFCV3

Figure 37 : Profils de densité de peuplement des genres Hyphomicrobium et Thiobacillus thioparus ainsi que la

communauté bactérienne totale, en fonction de la concentration et de la hauteur de garnissage pour les biofiltres
BFA/BFB (moyenne) et le biofiltre (BFC) couplé au filtre percolateur (FP). y; : courbe de tendance BFC Thio ;
y2 : courbe de tendance BFA-BFB Hypho, y; : courbe de tendance BFA-BFB Thio.

Les populations Hyphomicrobium et Thiobacillus thioparus tendent a étre réparties de
maniere plus homogene au sein de BFC que de BFA-BFB. Ce résultat peut étre da a la
pression de sélection imposée par la composition du gaz a traiter : [“effluent gazeux
alimentant BFC contenant seulement les composés soufrés organiques. La pression de
sélection exercée sur BFC tendrait a induire une répartition plus homogene des densités de ces
deux populations au sein du bioréacteur. Les analyses qPCR ont mis en évidence la présence
d“Hyphomicrobium (1,5E+03 + 0,8E+02) au sein de la phase aqueuse du filtre percolateur. Si
les niveaux de densité sont inférieurs a ceux mesurés a partir de prélevement des matériaux
supports garnissant BFC, ces résultats semblent montrer que les conditions opératoires au sein

du FP ne sont pas défavorables au développement de cette population. L ajustement de
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certaines conditions opératoires dont le débit de recirculation de la phase aqueuse permettant
d“améliorer la biodisponibilité¢ en substrat pourrait favoriser 1“émergence de cette population
au niveau du filtre percolateur et par voie de conséquence initier la dégradation des DMS et
DMDS au niveau de la premiére étape du couplage.

Ces résultats de densité nous renseignent sur la distribution de ces populations au sein des
bioréacteurs. Pour approfondir la connaissance des mécanismes biologiques de dégradation,

1“évaluation de leur activité au sein de ces systémes complexes est déterminante.
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3.4. Conclusion

Dans le cas du traitement d“un mélange de composés soufrés, les travaux réalisés ont mis en
évidence 1“intérét du couplage lit percolateur/biofiltre qui permet d“améliorer sensiblement les
performances atteintes par un biofiltre seul. L“H,S et le DMDS sont complétement éliminés et
le taux d“abatttment du DMS est de [“ordre de 80-85%. Néanmoins, [“ajustement des
conditions opératoires pour le filtre percolateur (débit de recirculation de la phase liquide)
permettrait probablement d“améliorer les performances obtenues en initiant la dégradation des
composés plus récalcitrants (DMS et DMDS) au sein du filtre percolateur et par voie de
conséquence d“épurer totalement le gaz pollué.

Les densités de peuplement des bactéries totales au sein du biofiltre BFC relié au filtre
percolateur FP sont similaires a celles observées au sein des biofiltres BFA et BFB et sont
homogenes sur toute la hauteur de colonne. En revanche, la distribution de Hyphomicrobium
et de Thiobacillus thioparus tend a s“homogénéiser au sein du biofiltre BFC reli¢ au FP.
L“H,S étant totalement dégradé au sein du filtre percolateur dés la mise en route du couplage,
il semblerait que la pression de sélection imposée par la composition du gaz en entrée du
biofiltre induit une colonisation plus homogeéne des matériaux supports par ces deux
populations, ce résultat suggeére leur implication dans la biodégradation du DMS et du
DMDS. Néanmoins, il convient de rappeler que ces résultats de densité ne nous renseignent
pas sur I“activit¢ de ces populations mais seulement sur leur distribution au sein des
bioréacteurs.

Cette étude a permis également d“aborder d“autres questionnements concernant notamment la
reproductibilité au sein de réacteurs de biofiltration. Si, dans le cadre du traitement des
composés soufrés, la reproductibilité fonctionnelle (abattement des composés) a été observeée,
la reproductibilit¢ en termes de structure de la communauté bactérienne totale ou de
populations spécifiques a été également soulignée (2 un instant donné) par 1“évaluation de la
distribution des densités de peuplement au sein des bioréacteurs. Cette reproductibilité
fonctionnelle et structurelle a été observée pour d“autres biofiltres traitant un effluent gazeux
complexe et dans le cadre de travaux étudiant la dynamique temporelle des communautés
microbiennes (Cabrol et al., 2012). Afin de confirmer cette tendance, il serait intéressant de
poursuivre les travaux en associant la reproductibilité fonctionnelle avec la reproductibilité
structurelle pour des populations fonctionnelles, c“est a dire impliquées dans la dégradation

des composés soufrés.
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Enfin, ces travaux ont permis de valider 1“utilisation de différents matériaux supports disposés
sous forme de strates (plaquette papeticre/fibre de coco/écorce de pin) comme garnissages de
biofiltres. Cette superposition de différents matériaux présente un intérét sur site industriel,
car elle permettrait de réduire le cotit li¢ au remplissage du biofiltre ou au renouvellement du
garnissage, les biofiltres industriels étant, dans la plupart des cas, garnis par un mélange

homogéne de différents matériaux supports de nature organique.

Ces travaux ont été réalisés dans des conditions stationnaires. Cependant, a 1“échelle
industrielle, 1“activité fluctuante du process se traduit par une forte variabilité de 1“effluent
gazeux, en termes de concentration et de composition, qui peut perturber le fonctionnement
des systéemes biologiques de traitement (Kraakman, 2003). Il apparait donc important dans la
derni¢re partie de ce travail, d“évaluer 1“impact de perturbations sur les performances du

couplage.
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4.1. Introduction

Le chapitre précédent consistait a évaluer les potentialités du couplage de deux procédés
biologiques (filtre percolateur/biofiltre) utilisé pour traiter un mélange de composés soufrés
réduits (DMS et DMDS) et de 1"H,S. Les performances obtenues par le couplage lit
percolateur/biofiltre ont ét¢ comparées avec celles atteintes par deux biofiltres utilisés comme
référence. Ce travail a mis en évidence que les performances épuratoires atteintes par le
couplage lit percolateur/biofiltre sont nettement supérieures a celles obtenues lorsqu un
biofiltre seul est mis en ceuvre.

A 1“¢chelle industrielle, 1“activité fluctuante des procédés de traitement des déchets
(compostage, €équarrissage) se traduit par une variabilité de 1“effluent gazeux, en termes de
composition et de concentration. Cette variabilit¢ peut perturber le fonctionnement des
procédés biologiques de traitement. Il apparait donc pertinent d“évaluer la robustesse du
couplage filtre percolateur/biofiltre soumise a des perturbations transitoires. L“approche
expérimentale développée dans ce quatrieme et dernier chapitre se base sur les travaux
réalisés au sein du LGEI par Cabrol et al. (2012) qui ont quantifié de maniére systématique
I“impact des chocs sur des biofiltres dupliqués traitant un effluent gazeux complexe
représentatif des émissions de plateformes de compostage, en proposant deux indices de
résistance et de résilience. Le premier objectif de ce chapitre est d“évaluer, de manicre
qualitative dans le cadre de notre étude, [“impact de pics de charge transitoire, répétés et
d“intensité croissante sur [“efficacit¢ d“¢limination des composés soufrés et plus
particuliérement en termes de résistance (capacité a maintenir une activité malgré un choc) et
de résilience (capacité de récupération suite a un choc) fonctionnelles de ces procédés
biologiques. Le second objectif est d“éudier la réponse de la communauté bactérienne a des
fluctuations environnementales en se focalisant plus précisément sur les densités de
peuplement de la communauté bactérienne totale et de deux populations fonctionnelles

d“mtérét.

Au cours de ce chapitre nous nous attacherons également a approcher, en fin d“expérience,
I“effet mémoire du couplage lit percolateur/biofiltre en évaluant 1“effet d““une série de chocs
antérieurs de faible amplitude sur la réponse d“un choc ultime de plus forte amplitude (en
termes d“intensité et de durée) et a comparer les résultats avec ceux obtenus pour un biofiltre

seul.
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Enfin, nous apporterons des premiers ¢léments de réponse au questionnement industriel relatif
aux gains de performance atteints lors de la mise en ceuvre du couplage de deux procédés
biologiques par rapport a un biofiltre seul en évaluant les potentialités du filtre percolateur
dans le cas particulier du traitement d“un gaz réel émis par un équarrissage. La comparaison
des performances obtenues par le filtre percolateur installé sur site et 1“unité pilote (filtre

percolateur) mise en ceuvre au laboratoire fera 1“objet d“une attention particuliere.
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4.2. Matériel et méthodes

4.2.1. Stratégie de perturbation

La génération de I“effluent gazeux synthétique est détaillée dans le chapitre 3 (cf § 3.2.2.2.).
Les unités pilotes sont décrites dans le §3.2.3.

La stratégie retenue consiste a augmenter les concentrations des polluants, le débit restant
inchangé. La composition du gaz et les proportions relatives des composés ne sont pas
modifiées. Deux types de perturbations transitoires (stratégie Dirac) sont appliqués. Apres
avoir maintenu les unités pilotes pour BFA, BFB et FP/BFC a I“¢tat stationnaire (ESI)
pendant 15 jours environ, le biofiltre BFB et le couplage lit percolateur/biofiltre BFC ont été
soumis a des chocs d“intensité croissante nommés C1, C2, C3 et C4. Chaque choc consiste en
une augmentation transitoire de la concentration de chaque composé du mélange pendant une
heure sur trois jours consécutifs. La concentration de chaque composé du mélange augmente
d“un facteur 7, 9, 12 et 15 pour les chocs C1, C2, C3 et C4 respectivement. Le choc suivant
est appliqué lorsque le niveau d“efficacité atteint avant le choc est récupéré. Le biofiltre BFA
est utilisé comme controle et ne subit pas cette série de chocs.

A IT"issue de cette série de perturbations et aprés avoir atteint un nouvel état stationnaire
(ES2), un dernier choc, d“une durée de deux jours et dont le niveau de concentration de
chaque composé est supérieur d“un facteur quinze a la valeur nominale, a été appliqué a tous

les réacteurs y compris BFA (figure 38).
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Figure 38 : Stratégie de perturbations. Les analyses de la phase gazeuse sont réalisées aprés le 3°™ jour, [C1 =

109°™ jour ; C2 = 116"™ jour ; C3 = 121°™ jour ; C4 = 129°™ jour ; C5 = 142°™ jour].

Les caractéristiques des différents chocs sont répertoriées dans le tableau suivant :

Tableau 15 : Caractéristiques des différents chocs administrés aux biofiltres BFA, BFB et au couplage FP/BFC.

CSR : Composés Soufrés réduits (DMS et DMDS).

ES1 Chocl Choc2 Choc3 Choc4 | ON Choc 5

Jours 82-102 107-109 114-116 120-121 127-129 132-140 140-142

CSR (mg.m™) 40+3  280+5 360+12 480+£10 600+15  40+2  600+14

H,S (mg.m™) 30+1 2108 270411 360+19 450425  30+2  450+13
Facteur 1 7 9 12 15 1 15
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4.2.2. Mise en ceuvre d’un filtre percolateur sur site industriel

4.2.2.1. Présentation du site industriel

Une unité pilote composée d“un filtre percolateur a été installé sur un site industriel
(équarrissage, ATEMAX sud-est) localis¢ a Viriat dans le département de 1“Ain. Ce centre
d“équarrissage est chargé de collecter et de traiter les produits organiques a haut risque
provenant des exploitations agricoles (principalement des bovins, des porcins et de la
volaille), des usines de traitement des viandes (abattoirs, traitement, boucherie), de 1“industrie

alimentaire et du secteur public.

4.2.2.2.  Dispositif expérimental

e Composition de ’effluent gazeux malodorant

L“effluent gazeux a traiter est constitu¢ de 1“ar des ateliers de traitement de la matiére
premiere ainsi que des composés volatils incondensables obtenus aprés traitement

(aéroréfrigérants) des gaz chauds provenant des cuiseurs.

e Le filtre percolateur

L“unit® pilote (figure 39) est constituée d“une cuve de 275 L et d“une colonne en
polypropyléne garnie par un garnissage structuré: Meédia 2H TPK 312 (Europe-
Environnement SA, Aspasch le Haut, France) sur une hauteur de 3 m. L“unit pilote est

raccordée a la gaine canalisant les gaz vers le couplage laveur chimique/biofiltre.
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Figure 39 : Implantation du filtre percolateur en amont du couplage de procédés : lavage chimique/ biofiltration.

1: Entrée filtre percolateur ; 2 : connexion avec la gaine canalisant [“effluent gazeux pollu¢ vers le couplage
laveur chimique/biofiltre; 3 : Sortie filtre percolateur ; 4 : Turbine ; 5: pompe de recirculation de la phase

aqueuse.

L“unit pilote est alimentée par le gaz réel de facon ascendante a une vitesse de passage
variant entre 500 et 750 m.h™'. Les points de prélévement gazeux sont situés en entrée du filtre
percolateur (0 cm) et en sortie du procédé (3 m).

La phase aqueuse contenue dans la cuve circule en continu en circuit fermé a un débit de 1
m’.h”' soit une vitesse de passage de 14 m.h™. Un dévésiculeur est disposé en sortie du filtre
percolateur.

Le garnissage est ensemencé avec des eaux de lavage des bacs de collecte et des ateliers de

1“équarrissage (10 L). Cet inoculum est dilu¢ dans 250 L d*“eau de forage.

4.2.3. Méthodes analytiques

Différentes méthodes d“analyse ont été utilisées afin de déterminer la composition de
I“effluent gazeux malodorant ainsi que les performances épuratoires des différents

bioréacteurs.
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4.2.3.1. Analyse de la phase gazeuse

e Unités pilotes de laboratoire

La concentration des différents composés du mélange est déterminée par chromatographie en
phase gazeuse. L“appareil analytique utilisé ainsi que les conditions opératoires sont précisés

dans le chapitre 3 (cf § 3.2.7.).

o Unité pilote installée sur site

Des échantillons de gaz sont prélevés dans des sacs en Nalophan®, au moyen d“un dispositif
de type « caisson poumon » (Legrand, 2011).

La caractérisation de 1“effluent gazeux est effectuée par chromatographie gazeuse couplée a
un spectrometre de masse. Pour chaque prélevement, 1“extraction des composés volatils est
réalisée par MicroExtraction sur Phase Solide (SPME) pendant une durée de 20 min via une
fibre de PDMS/Carboxen (75 pm diamétre interne).

La fibre SPME est ensuite désorbée sur un analyseur GC Varian 3800 (Varian inc., Palo Alto,
USA) muni d“un injecteur PTV 1079 et équipé d“une colonne capillaire Varian VF5ms (60
m), de diametre interne de 0,25 mm et d“épaisseur de phase de 1 pm. Le chromatographe est
couplé a un spectrometre de masse quadripolaire Varian 1200. La température de 1“injecteur
est de 300°C, celle du four et de la colonne chromatographique passe de 40°C a 250°C au
moyen d“une rampe de température de 15°C toutes les 4 min.

L*acquisition commence 4 min apres le début de la séparation chromatographique selon un
mode Impact Electronique (EI) sur une gamme de masses comprises entre 35 et 250 uma avec

. e -1
une vitesse d““acquisition de 0,5 scan.s™ .

La quantification des composés soufrés est réalisée par chromatographie en phase gazeuse
couplée a un détecteur de photométrie de flamme (GC/FPD) (ChromaS, Chromatotec,
Bordeaux, France). Le ChromaS est équipé de deux colonnes métalliques (30 m * 0,53 mm *
3umet2m* 0,53 mm * 3 pm). Le volume de la boucle d“injection est de 100 pL.

Le tableau 16 résume les conditions analytiques du GC-FPD.
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Tableau 16 : Conditions analytiques du GC-FPD.

Four, vanne et colonnes Détecteur

chromatographiques

4.2.3.2. Analyse de la phase aqueuse

Pour les unités pilote de laboratoire et celle installée sur site industriel, un échantillon des
eaux de percolation des biofiltres ou/et de la phase aqueuse du filtre percolateur est prélevé de
maniére hebdomadaire afin d“évaluer le pH de la solution aqueuse. Les concentrations en
ammoniac (Nitrogen total reagent set, HACH Lange, Duesseldorf, Allemagne) et en sulfates
(Sulfate reagent SulfaVerR4, HACH Lange, Duesseldorf, Allemagne) sont déterminées a

l'aide de kits de mesure HACH selon les recommandations du fournisseur.

4.2.4. Analyses microbiologiques

Ces analyses ont été réalisées a partir d“échantillons de matériaux ou de la phase liquide des

unités pilotes de laboratoire.

e Prélévements de matériaux

Des prélevements de matériaux sont réalisés a 1“issue d““une série de chocs de charge c est-a-
dire une fois par semaine, apres la derniére perturbation (jour 3) d“une heure (figure 40). Des
prélévements de matériaux sont €galement effectués a 1“état stationnaire (ES2) et a 1“issue du

dernier choc appliqué a tous les bioréacteurs (C5).

Des échantillons de matériaux (= 5 g) sont réalisés en bas de colonne (10 cm), a mi-hauteur
(50 cm) et a 90 cm de hauteur de colonne au sein des biofiltres BFA, BFB et BFC. Un
¢chantillon de la phase aqueuse (500 ml) du FP est également prélevé a ES2.
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Figure 40 : Stratégie de perturbations. Les prélevements de matériaux appelés 1, 2 et 4 sont effectués 1h apres le
dernier choc de la semaine (J3), et les prélevements de matériaux nommés 5 sont effectués deés 1“awét de la

perturbation C5.

e Extraction de ’ADN génomique

Elle est réalisée selon le protocole détaillé dans le chapitre III (cf § 3.2.7.4.).

e Analyses par qPCR

Les densités bactériennes et celles correspondant aux populations de Hyphomicrobium et
Thiobacillus thioparus ont été déterminées par qPCR en ciblant le géne de 1“"ADNr16S selon
le protocole détaillé dans le chapitre précédent (cf § 3.2.7.6.).

A. Soupramanien — These ED SPIGA — Nantes/Ales — 2012 Page 147



Chapitre 4 : Stratégie de perturbation

4.3. Résultats et discussion

Les bioréacteurs ont réellement subi deux types de perturbations.

Avant [“atteinte de 1“&at stationnaire, un probléme technique (arrét du compresseur du
laboratoire pendant 5 jours) a induit une perturbation du fonctionnement des bioréacteurs sous
la forme d“unjetine de t = 60 a t = 65 jours, c'est-a-dire avant 1“atteinte de 1“¢tat stationnaire (a
partir de t = 85 ).

Apres atteinte de 1“¢tat stationnaire, quatre chocs de concentrations d“une durée de 1h sur trois
jours consécutifs et d“intensité croissante (7, 9, 12, et 15 fois la concentration initiale) par
semaine ont été appliqués au biofiltre BFB et au couplage FP/BFC. BFA est utilis¢ comme
biofiltre de référence et a été alimenté en conditions stationnaires (Chapitre 3). Cette phase de
I“é¢tude permettra d“apporter des ¢léments de réponse au questionnement concernant la
robustesse du systéme filtre percolateur/biofiltre. L analyse de la phase gazeuse et les
prélévements de matériau ont été réalis€és consécutivement a 1“arrét de chaque perturbation
(3°™ jour) afin d*évaluer I“impact de celle-ci sur 1“efficacité d*¢limination des composés et les
densités de la communauté bactérienne totale et de deux fractions de cette communauté
représentées par les populations d“Hyphomicrobium et de Thiobacillus thioparus.

Pour approcher 1“effet mémoire du couplage en réponse a ses chocs de concentration, une
derniere perturbation est appliquée sur une durée de 48 heures et sur la totalité des réacteurs.
Il convient de rappeler que cette approche expérimentale développée dans ce quatriéme et
dernier chapitre se base sur les travaux réalisés par Cabrol et al. (2012) qui ont défini d*“un
point de vue fonctionnel, deux indices de résistance (capacité a maintenir une activité malgré
une perturbation) et de résilience (capacité a récupérer une activité stable aprés une

perturbation) pour quantifier de fagon systématique 1“impact des chocs.

4.3.1. Impact d’un jeune sur les performances des différents bioprocédés

(BFA, BFB et couplage FP/BFC).

Les bioréacteurs ont subi un jeline de 5 jours suite a un dysfonctionnement du systéme de
génération de 1“effluent gazeux synthétique (arrét du compresseur). La figure 41 présente
1“évolution de 1“efficacité d““éimination des polluants pendant cette période pour BFA, BFB et

le couplage FP/BFC.
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FP/BFC
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Figure 41 : Impact d“un jeline sur les performances des différentes unités pilotes (biofiltres et couplage lit

percolateur/biofiltre). \\ : les unités pilotes n“ont pas ét¢ alimentées de t =59 a t =65 jour.

L“H,S est totalement ¢liminé sur les deux biofiltres ainsi que sur le filtre percolateur en sortie
de colonne dés le retour a une alimentation nominale. Il semblerait que ce jeline n“ait pas eu
d“influence sur 1“activité des communautés bactériennes impliquées dans la dégradation de ce
composé. La capacité de cette communauté a s“adapter a des conditions extrémes, que celle-ci
colonise un biofiltre ou un filtre percolateur, peut étre suggérée. Il est probable que cette
communauté utilise un sous-produit disponible de la dégradation de 1“H,S (soufre
¢lémentaire) lui permettant de maintenir son activité de dégradation.

L“évolution de 1“efficacité¢ d“élimination du DMS et du DMDS sur BFA et BFB est similaire.
Le taux d“abattement du DMS et du DMDS décroit de 66 = 2% a 26 +3% et 70+ 1% a 21
+ 3% respectivement. Le comportement du biofiltre BFC est similaire a celui observé pour
BFA et BFB. Le taux d“abattement du DMS et du DMDS diminue de 67 + 1% a 21 £ 3% et
de 89 + 3% a 15% + 2% respectivement. Les niveaux d“abattement mesurés avant 1“arrét de
I“alimentation en polluants sont atteints aprés une période d“environ 12 jours.

Ces résultats semblent révéler que, contrairement a la communauté dégradant 1"H,S, les
communautés bactériennes impliquées dans la dégradation du DMS et du DMDS sont
sensibles a une absence d“alimentation en polluants, une phase de réadaptation étant

nécessaire avant d“atteindre des performances équivalentes a celles observées avant la période
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de jetine. Comme attendu, les systémes mis en ceuvre sont plus robustes pour le composé

facilement dégradable (H,S) que pour les composés plus récalcitrants (DMS et DMDS).

4.3.2. Evaluation de la robustesse du biofiltre BFB face a des perturbations

transitoires de courte durée

Apres avoir maintenu les unités pilotes BFA et BFB a 1“état stationnaire pendant une dizaine
de jours (cf M&M § 4.2.1.), quatre chocs successifs ont été appliqués au biofiltre BFB selon
le protocole décrit dans le paragraphe 4.2.1. Le biofiltre BFA est utilis¢ comme controle. 11
convient de préciser que les analyses de la phase gazeuse ont été effectuées dés la fin de la

perturbation (troisieéme jour) et apres avoir atteint un nouvel état stationnaire.
4.3.2.1. Performances
L*hydrogeéne sulfuré est totalement éliminé en sortie de la colonne BFB a 1“issue de chaque

choc.

Les résultats d“efficacité d“élimination des DMS et DMDS sont présentés sur la figure 42.
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Figure 42 : Evolution de 1“efficacité d“€limination des DMS et DMDS au cours du temps pour BFB et BFA
(biofiltre controle). C1 = 109°™ jour ; C2 = 116°™ jour ; C3 = 121°™ jour ; C4 = 129°™ jour.

A 1“issue de chaque perturbation transitoire, une diminution de 1“efficacité d¢limination est
observée, elle est de 1“ordre de 20 a 30% pour le DMS, quel que soit le choc appliqué. Pour le
DMDS, si la diminution de 1“efficacité d““élimination est du méme ordre de grandeur que pour
le DMS, 1“¢cart au niveau d“abattement observé avant le choc semble se réduire avec la
succession de perturbations. Le temps nécessaire pour récupérer le niveau d“abattement de ces
deux composés (70% = 2% et 84% + 3% pour le DMS et DMDS respectivement) est court
(inférieur ou égal a 72 heures), quelle que soit la perturbation appliquée.

Comme cela a été observé dans la littérature, les pics de charge se traduisent par une
diminution temporaire de la résultante fonctionnelle de dégradation (Kim et al., 2008 ; Rene
et al., 2009 ; Cabrol et al., 2012). De plus, dans le cadre de notre étude, si [“application de
perturbations transitoires répétées sur une durée courte (1 heure) perturbe le fonctionnement
du systeme en induisant une diminution des performances, le temps nécessaire pour récupérer
les niveaux d“abattement d“avant les chocs est court (inférieur ou égal a 72 heures pour les

composés soufrés organiques) voire inexistant pour 1“H,S.
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4.3.2.2. Profils de concentration

e Casdel’H,S
Le profil de concentration de I'H,S en fonction de la hauteur de colonne pour BFB est

représenté par la figure 43.
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Figure 43 : Profils longitudinaux d“élimination de 1“H,S. Le rapport de la concentration C sur la concentration

dentrée Cy a la hauteur H de colonne est tracé en fonction de la hauteur adimensionnelle H/H,. ES1 = 102°™ i

C1= 109" jour ; C2 = 116°™ jour ; C3 = 121°™ jour ; C4 = 129°™ jour ; ES2 = 134°™ .

L analyse de cette figure met en évidence 1“impact des chocs sur la hauteur de colonne
nécessaire a 1“élimination de 1“H,S. La hauteur permettant la dégradation compléte de 1“H,S
est estimée a 70 cm, quel que soit le choc. Une fois les quatre séries de chocs de concentration
terminées, le retour du profil de concentration de 1H»S en fonction de la hauteur de colonne
observé a ES1, s“effectue sur une période dont la durée est inférieure ou égale a 3 jours apres

[“arrét du choc.

e (Cas du DMS et du DMDS

Les profils de concentrations du DMS et du DMDS en fonction de la hauteur de colonne sont
présentés sur la figure 44. Les profils nommés C1, C2, C3 et C4 sont déterminés a 1“issue de

chaque choc.
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Figure 44 : Profils longitudinaux d“élimination du DMS et du DMDS respectivement. Le rapport de la
concentration C sur la concentration d“entrée C, a la hauteur H de colonne est tracé en fonction de la hauteur
adimensionnelle H/Hy. ES1 = 102°™ jour ; C1 = 109°™ jour ; C2 = 116°™ jour ; C3 = 121°™ jour ; C4 = 129°™
jour ; ES2 = 134°™ jour ; y, correspond a la droite moyenne de régression linéaire des profils C1, 2, 3 et 4 ; y,

correspond a la droite moyenne de régression linéaire des profils ES1 et ES2.

Comme I“indique la figure, a 1“issue de chaque choc, la cinétique de dégradation de ces deux
composés est plus lente : pentes de -0,43 au lieu de -0,64 pour le DMS et de -0,54 au lieu de -
0,95 pour le DMDS a Iétat stationnaire. Les profils de concentration sont linéaires pour les
deux composés traduisant une dégradation homogeéne de ce polluant sur toute la hauteur de

colonne garnie.
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La figure 45 présente les profils longitudinaux d“élimination du DMS et du DMDS
respectivement entre chaque choc de concentration (72h apres 1“application de la perturbation)

en fonction de la hauteur de colonne.
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Figure 45 : Profils longitudinaux d“élimination du DMS et du DMDS respectivement. Le rapport de la
concentration C sur la concentration d“entrée C, a la hauteur H de colonne est tracé en fonction de la hauteur
adimensionnelle H/H,. ES1 = 102°™ jour ; ES C1 = 112°™ jour ; ES C2 = 119°™ jour ; ES C3 = 126°™ jour ; ES
C4 = 132°™ jour ; ES2 = 134°™ jour.
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Comme le montre la figure 45, le profil de concentration du DMS et du DMDS a [“¢tat
stationnaire précédant chaque choc est similaire a celui observé a 1“¢tat stationnaire précédant

I“application de la premicre perturbation (ES1).

Ces résultats n“ont pas permis de déterminer des mesures quantitatives d“impact comme les
niveaux de résistance et de résilience fonctionnelles du biofiltre BFB en utilisant un indice
adapté (Orwin et Wardle, 2004 ; Cabrol et al., 2012). En écologie, la résistance fonctionnelle
représente la capacité a maintenir une activité malgré une perturbation et la résilience
fonctionnelle étant la vitesse a laquelle un systéme retourne a son état initial aprés avoir été
perturbé (Cabrol and Malhautier, 2011b). Des mesures de concentration des différents
composés plus rapprochées auraient probablement permis de quantifier ces niveaux de
résistance et de résilience de ce biofiltre. Néanmoins, ces résultats révelent, d“un point de vue
qualitatif, la capacité élevée de résilience de ce biofiltre, puisqu®il est capable de récupérer, de
facon stable, les niveaux de performance observés avant I“application des différents chocs.
L*“évaluation quantitative des capacités de résistance et de résilience fonctionnelles de deux
biofiltres alimentés par un effluent gazeux complexe et soumis a des perturbations transitoires
a également révél¢ la forte résilience des biofiltres puisqu“aucune perturbation n“a engendré
de dysfonctionnement irréversible (Cabrol et al., 2012).

Ce résultat est en adéquation avec 1“ordre de biodégradation des composés soufrés, 1“H,S
étant plus facilement biodégradable que les composés soufrés organiques. Cette diminution
des performances est probablement due a la combinaison de deux phénoménes physico-
chimique et biologique. Il a été montré que les pics de charge se traduisent généralement par
une perte d“activité temporaire des microorganismes impliqués. La perte de résistance et la
durée de récupération augmentent globalement avec 1“intensité et la durée du choc (Kim et al.,
2008 ; Rene et al., 2009 ; Cabrol et al., (2012) et dépendent aussi de la nature des composés
(Cai et al., 2007 ; Mathur et Majumber, 2008). Les travaux de Cabrol et al. (2012) ont
effectivement montré que le systéme ¢était plus résistant pour les composés facilement
biodégradables (esters, aldéhyde) et peu résistant pour les composés plus récalcitrants
(DMDS, cétones, ammoniac). Comme attendu, dans le cadre de notre étude, les capacités de
résistance et de résilience de BFB sont supérieures pour 1“hydrogeéne sulfuré a celle du DMS
et DMDS qui elles, sont similaires. Cette diminution des performances concernant les
composés peu solubles (DMS et DMDS) peut également s“expliquer par une limitation due au

transfert de masse.
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Afin d“é&udier 1“impact de ces chocs sur la communauté microbienne implantée au sein du
biofiltre BFB, les densités de la communauté bactérienne totale et des populations
d“Hyphomicrobium et de Thiobacillus thioparus ont ét¢ déterminées en bas de colonne

(proche de 1“entrée des gaz), a mi-hauteur et en haut de colonne.

4.3.2.3. Impact des chocs de concentration sur la densité de peuplement de la
communauté bactérienne totale et des populations Hyphomicrobium et

Thiobacillus thioparus

La distribution des densités de bactéries totales ainsi que des populations d“Hyphomicrobium
et de Thiobacillus thioparus ont été estimées a partir de prélévements de garnissage effectués
au sein des biofiltres BFA et BFB (a 10, 50 et 90 cm de hauteur de colonne) pendant les
périodes d“état stationnaire précédant et suivant les chocs (ES1 et ES2) ainsi qu™a I“issue de
chaque choc C1, C2 et C4.

Concernant la communauté bactérienne totale, les résultats sont donnés dans le tableau ci-

dessous (tableau 17).

Tableau 17 : Nombre moyen de copies du géne ADNr-16S (région V3) par ng d“ADN extrait, quantifié par
gPCR au cours du temps (t= 102 j (ES1) ;t =109 (C1);t=116]j(C2);t=129j (C4); t= 134 j (ES2)) dans
les biofiltres controle (BFA) et perturbé (BFB), a 10 cm, 50 cm et 90 cm de 1“entrée des gaz. ND : non

déterminé.
Biofiltre Prélevement H=10 cm H=50 cm
ES1 2,1E+05 9,4E+05 1,4E+06
Cl1 2,4E+06 2,0E+06 1,8E+06
BFA (biofiltre
C2 3,8E+05 9,3E+05 3,4E+05
controle)
C4 3,1E+06 6,1E+06 3,8E+06
ES2 5,3E+06 4,5E+06 4,0E+06
ES1 4,0E+06 3,6E+06 3,4E+06
C1 ND 1,6E+06 1,7E+06
BFB (biofiltre
C2 2,1E+06 4,5E+06 4,8E+05
perturbé)
C4 1,2E+06 4,8E+06 5,3E+06
ES2 4,2E+06 5,56+06 1,3E+06
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La comparaison des résultats met en évidence des niveaux de densités équivalents entre les
deux bioréacteurs, quelle que soit la hauteur de colonne, pendant toute la durée de
I“expérience. L application de perturbations transitoires répétées ne semble donc pas avoir
d“impact sur la communauté bactérienne totale en termes de densité. Cependant, il a été
rapport¢ que 1“abondance des différentes fractions de la communauté peut réagir
différemment a la perturbation, certaines étant avantagées au détriment d“autres (Fernandez et
al., 2000 ; Lozada et al., 2007 ; Cabrol and Malhautier, 2011b). Il est donc intéressant de
visualiser 1“impact des perturbations sur les populations spécifiques ciblées dans le cadre de

cette ¢tude : Hyphomicrobium et Thiobacillus thioparus.

La figure 46 présente 1“évolution de la densité de la population Hyphomicrobium en fonction
du temps pour le biofiltre controle (BFA) et le biofiltre perturbé (BFB) a 10, 50 et 90 cm de

hauteur par rapport a 1“entrée des gaz.
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Figure 46 : Evolution du nombre de copies de 1'ADNr-16S permettant de dénombrer la population
Hyphomicrobium en fonction du temps (t= 102 j (ES1) ;t=109j(C1);t=116j(C2);t=129]j(C4);t=134]
(ES2)) dans les biofiltres controle (BFA) et perturbé (BFB), a 10 cm, 50 cm et 90 cm de [“entrée des gaz.

L~ analyse qPCR de 1“échantillon prélevé a 10 cm de 1“entrée des gaz a t = 109 jour pour BFA n“a pas été

exploitable.

Pour le biofiltre controle (BFA), les niveaux de densité de la population Hyphomicrobium
sont constants dans la section de colonne proche de [“entrée des gaz (10 cm), & mi-hauteur et a
90 cm de hauteur de colonne. Pour BFB, il convient de noter que les densités de peuplement
obtenues a 1“état stationnaire précédant les chocs sont inférieures a celles mesurées pour BFA
a mi-hauteur de colonne (10° copies pour BEB et 10° copies pour BFA). L“application de la
premiere perturbation semble induire une diminution des densités de peuplement sur toute la
hauteur de colonne (Hyphomicrobium n*est pas détecté a 10 cm de [“entrée des gaz) alors que
les autres perturbations, et plus particuliecrement C2 et C4, ne semblent pas engendrer d“effet
de densité. Les niveaux de densité observés tendent effectivement a étre similaires a ceux
observés a 1"¢état stationnaire précédant et suivant les chocs (ES1 et ES2). Il est probable que
la pression de sélection exercée par la premiére perturbation induise une perte temporaire de
densité de cette population. Les résultats observés a 1“issue des chocs suivants suggerent un
effet d“adaptation de cette population sur le plan physiologique (augmentation du taux de
croissance et d“activit¢ enzymatique, augmentation du taux de transcription et d“expression

des génes).
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Les valeurs de densité de peuplement de la population Thiobacillus thioparus sont présentées

sur la figure ci-dessous (figure 47).
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Figure 47 : Evolution du nombre de copies de I'ADNr-16S permettant de dénombrer la population Thiobacillus

thioparus en fonction du temps (t= 102 j (ES1) ; t=109j (C1);t=116j (C2);t=129] (C4); t= 134 (ES2))
dans les biofiltres controle (BFA) et perturbé (BFB), a 10 cm, 50 cm et 90 cm de 1“entrée des gaz.
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Concernant la population de Thiobacillus thioparus, les résultats de densité obtenus semblent
relativement homogenes pour BFA et BFB, quelle que soit la hauteur de colonne. Pour BFA,
des variations de densité sont observées a 10 cm de hauteur de colonne et a mi-hauteur. Ces
variations peuvent étre induites par le prélévement de matériau et [“extraction (influence de
I“opérateur). Il convient également de préciser que ces résultats sont probablement influencés
par la fréquence des analyses. Les données obtenues semblent révéler que les perturbations
n“ont pas d“impact sur les niveaux de densité de cette population sur toute la hauteur de

colonne.

4.3.3. Evaluation de la robustesse du couplage filtre percolateur/biofiltre

(FP/BFC)

Comme mentionné dans le paragraphe 4.3.2., quatre chocs successifs ont ét¢ appliqués au
biofiltre BFC selon le protocole décrit dans le paragraphe 4.2.1. Il convient de préciser que,
pour le filtre percolateur, les analyses de la phase gazeuse ont été effectuées en entrée et en

sortie seulement.

4.3.3.1. Performances

Il convient de noter que I“hydrogene sulfuré est totalement €liminé en sortie du filtre
percolateur, quel que le soit le choc appliqué. Les perturbations transitoires n“ont donc pas
d“impact sur 1“¢limination de 1“H,S, ce composé étant totalement éliminé pendant les chocs.

Les résultats d“efficacit¢ d“¢limination des DMS et DMDS en fonction du temps au sein de
BFB et du couplage FP/BFC sont présentés sur la figure 48. Il convient de souligner que ces

deux composés ne sont pas ¢liminés par le FP mais seulement au sein de BFC.
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Figure 48 : Evolution de [“efficacité d“¢limination des DMS et DMDS au cours du temps au sein de BFB et du

couplage FP/BFC. C1 = 109°™ jour; C2 = 116"™ jour; C3 = 121°™ jour; C4 = 129°™ jour. FP = filtre
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L“évolution de 1“efficacit¢ d“¢limination du DMS en fonction du temps est similaire pour
BFB et BFC. La perte d“efficacité d“élimination du DMS observée a 1“issue de chaque
perturbation est similaire, de 1“ordre de 25 a 30%. Le niveau d“abattement mesuré avant
I“application de la perturbation transitoire est récupéré dans un délai inférieur ou égal a 72
heures. Concernant le DMDS, le comportement de BFC est également similaire a celui
observé pour BFB. Néanmoins, pour BFC, la perte d“efficacité subie (de 1“ordre de 30 a 40%)
semble plus importante que pour BFB (environ 25-30%). Comme visualis¢ pour BFB, ces
résultats semblent montrer que la perte d“efficacité diminue avec “application successive des
perturbations (40% pour C1, 30-35% pour C2 et C3 et 20-25% pour C4). Cette ¢volution

traduirait un phénoméne d*““adaptation des communautés aux chocs successifs.

4.3.3.2. Profils de concentration

e (Cas de I’hvdrogéne sulfuré

Comme mentionné précédemment, 1“H,S est complétement éliminé au niveau du filtre

percolateur.

e Cas du DMS et du DMDS

La figure 49 présente les profils de concentrations du DMS et du DMDS en fonction de la

hauteur de colonne.
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Figure 49 : Profils longitudinaux d“élimination du DMS et du DMDS respectivement. Le rapport de la
concentration C sur la concentration d“entrée C, a la hauteur H de colonne est tracé en fonction de la hauteur
adimensionnelle H/H,. ES1 = 102°™ jour ; C1 = 109°™ jour ; C2 = 116°™ jour ; C3 = 121°™ jour ; C4 = 129°™
jour ; ES2 = 134°™ jour ; y, correspond a la droite moyenne de régression linéaire des profils C1, 2, 3 et 4 ; y,

correspond a la droite moyenne de régression linéaire des profils ES1 et ES2.

L analyse de ces résultats suggere que les chocs répétés n“ont pas d“impact sur 1“allure du
profil de concentration des deux composés soufrés organiques. Néanmoins, comme 1“indique
la figure 47 et comme pour BFB, a 1“issue de chaque choc, la cinétique de dégradation de ces
deux composés est plus lente : pentes de -0,6 au lieu de -0,8 pour le DMS et de -0,7 au lieu de
-1,3 pour le DMDS a [“é&at stationnaire. La comparaison de ces résultats avec ceux obtenus
pour BFB (figure 44) révele que 1“impact des perturbations est similaire pour BFC et BFB.
Comme pour BFB, dans un délai inférieur ou égal a 72 heures, le profil de concentrations
observé a 1“état stationnaire avant [“application de la premicre perturbation est récupéré entre
chaque choc transitoire, quel que soit le composé considéré. Le couplage comme le biofiltre
BFB sont donc des systémes résilients.

A 1"issue de chaque perturbation, la hauteur de colonne nécessaire pour atteindre le niveau
d“efficacité d“élimination observé avant les chocs est supérieure pour BFC comme pour BFB.
La hauteur de colonne nécessaire pour atteindre un niveau d“abattement de 50% (H;.)

augmente de 35-40 cm pour les deux composés.
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Ce résultat met en évidence que le niveau de résistance du couplage et du biofiltre BFB est
équivalent pour les composés soufrés organiques reconnus comme étant plus récalcitrants a la
dégradation. Néanmoins, il convient de préciser que, d“apres 1“échelle de biodégradabilité des
composés soufrés, le DMDS apparait plus facilement biodégradable que le DMS. Or les
capacités de résistance et de résilience de BFB et BFC pour ces composés sont similaires.
Cette observation peut s“expliquer par le développement d“une communauté fonctionnelle
assurant la dégradation de ces deux composés.

L augmentation transitoire de la concentration en polluants ne semble pas avoir un effet
toxique sur les communautés fonctionnelles puisque l“allure des profils de dégradation
observée avant 1“application des perturbations est récupérée quelques heures apres la fin de
chaque choc (figure 50). Comme mentionné précédemment, la diminution des performances
peut provenir également de 1“¢tape de transfert limitant la quantit¢ de ces polluants

hydrophobes au sein de la phase aqueuse.
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Figure 50 : Profils longitudinaux d“¢limination du DMS et du DMDS respectivement au sein de BFC. Le

rapport de la concentration C sur la concentration d“entrée C, a la hauteur H de colonne est tracé en fonction de
la hauteur adimensionnelle H/Hy. ES1 = 102°™ jour ; ES C1 = 112°™ jour; ES C2 = 119*™ jour ; ES C3 =
126°™ jour ; ES C4 = 132°™ jour ; ES2 = 134°™ jour.

L“mpact de ces chocs de concentrations sur les densités de peuplement de la communauté
bactérienne totale et des populations d“Hyphomicrobium et de Thiobacillus thioparus a fait

1“objet d““une attention particulicre.

4.3.3.3. Impact des chocs de concentrations sur la densité de peuplement de la
communauté bactérienne totale et des populations Hyphomicrobium et

Thiobacillus thioparus au sein du couplage FP/BFC

La distribution des densités des bactéries totales ainsi que des populations d“Hyphomicrobium
et de Thiobacillus thioparus a été estimée comme indiquée dans le § 4.3.2.3. Il convient de
noter que les bactéries totales au sein de la phase aqueuse du filtre percolateur ont été
estimées a 1“état stationnaire ES1 et ES2.

Les densités de peuplement de la communauté bactérienne totale au sein du filtre percolateur
sont de 1,6E+06 a ES1 et de 3,2E+06 a ES2. Les perturbations ne semblent pas avoir d“effet

sur les niveaux de densité des bactéries totales au sein de FP.
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Les résultats de densités de peuplement de la communauté bactérienne totale au sein de BFC

sont présentés dans le tableau 18.

Tableau 18 : Nombre moyen de copies du géne ADNr-16S (région V3) par ng d“ADN extrait, quantifié par
gPCR au cours du temps (t= 102 j (ES1) ;t=109j(C1);t=116j(C2);t=129j(C4);t=134j (ES2)) au sein
du couplage FP/BFC. FP = Filtre percolateur ; BF = Biofiltre ; - = Résultats non exploitables.

ES1 4,0E+06 3,6E-+06 3,0E+06
C1 2,5E+06 1,6E+06 1,6E+06
BFC C2 2,0E+06 4,5E+06 4,4E+06
c4 9,6E+06 4,8E+06 4,0E+06
ES2 6,2E+06 - )

Le taux de densité de peuplement de la communauté bactérienne totale est équivalent (de
I“ordre de 10° nombre de copies) au sein du couplage FP/BEC, quelle que soit la hauteur de

colonne et pendant toute la durée de [“expérience.

Les densités de peuplement des populations Hyphomicrobium et Thiobacillus thioparus en
fonction du temps pour le couplage FP/BFC, en bas, a mi-hauteur et a 90 cm de hauteur de

colonne sont présentées sur la figure 51.
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Thiobacillus thioparus
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Figure 51 : Evolution du nombre de copies de I'ADNr-16S permettant de dénombrer les populations
Hyphomicrobium et Thiobacillus thioparus en fonction du temps (t= 102 j (ES1); t =109 j (C1);t =116
(C2);t=129j(C4);t=134]j (ES2)) au sein de BFC a 10 cm, 50 cm et 90 cm de 1“entrée des gaz. Les analyses
qPCR d* Hyphomicrobium concernant les échantillons de matériaux prélevés a mi-hauteur de colonne pour ES1
et a 90 cm de hauteur de colonne pour ES2 n*“ont pas été exploitables.

Il convient de préciser qu“au niveau du filtre percolateur, les densités de peuplement du genre
Hyphomicrobium sont de 1,5E+03 £+ 0,3E+03 et de 9,5E+01 = 1,2E+01 pour ES1 et ES2
respectivement. Ce résultat semble montrer que les chocs successifs n“ont pas d“effet sur les
niveaux de densité de cette population. Concernant Thiobacillus thioparus, les niveaux de

densité sont faibles: 4,4E+01 + 0,8E+01 et 6,7E+01+ 1,9E+01 pour ESI et ES2

respectivement.

En ce qui concerne la population Hyphomicrobium au sein de BFC, Les valeurs de densités
diminuent en fonction de la hauteur de colonne (d“un facteur 10%) lors du premier choc de
concentration, puis tendent a augmenter a 1“issue du choc C2 (entre 10° et 10° nombre de
copies), puis semblent se stabiliser pour C4 et ES2. L*“évolution des niveaux de densités pour
BFC est similaire a celle observée pour BFB (figure 46 - 47). Les résultats obtenus semblent
suggérer un effet d“adaptation de cette population dés [“application de la deuxieme

perturbation.
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Comme le montre la figure 51, les valeurs de densités de peuplement de la population
Thiobacillus thioparus semblent sensiblement constantes en fonction du temps. Il convient de
noter que la valeur obtenue a partir d*“un échantillon d*écorces de pin pour ES1 est plus faible
(7,0E+03 copies) que celle correspondant aux autres échantillons (10°-107 copies). Ce résultat
peut s“expliquer par des pertes d“ADN lors de 1“extraction ou une inhibition partielle de la
polymérase par des impuretés présentes dans 1“¢chantillon.

Les données obtenues semblent révéler que les perturbations n“ont pas d“impact sur les
niveaux de densité de Thiobacillus thioparus sur toute la hauteur de colonne comme pour
BFB.

Ces résultats de densités laissent suggérer que 1“effet des perturbations sur les niveaux de

densité des populations ciblées est quasi-inexistant comme pour BFB.

4.3.4. Effet mémoire

Nous avons tenté de mettre en évidence 1“importance de 1“histoire de ces systémes complexes
en appliquant a 1“ensemble des bioréacteurs un choc de charge identique au dernier choc subit
par les réacteurs régulierement perturbés. Les résultats obtenus sont donnés dans ce
paragraphe sous la forme des profils de concentration qui est un mode de représentation

adapté dans le cadre de cette approche de 1“effet mémoire du systéme.

4.3.4.1. Profil de concentration des composés en fonction de la hauteur de colonne

e Casdel’H,S
La figure 52 représente les profils de concentration de 1"H,S en fonction de la hauteur de

colonne pour BFA et BFB.
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Figure 52 : Evolution des profils de concentration d“H,S en fonction de la hauteur de colonne pour BFA et BFB

lors du choc C5 en fonction de la hauteur de colonne. C5 : dernier choc de concentration d“une durée de 48h

effectué sur I“ensemble des procédés biologiques. ES2 = 134°™ jour ; C5 = 142°™ jour.

Si les performances de chaque biofiltre sont examinées, 1“analyse de la figure 52 met en
évidence que I“histoire du systéme ne semble pas avoir d“effet sur les niveaux d“abattement
observés puisque ce composeé est totalement ¢liminé en sortie de colonne. Cependant 1“analyse

des profils de concentration permet d“affiner 1“analyse des résultats obtenus.

Comme le montre cette figure, [“impact du dernier choc sur BFA, qui a été alimenté par un
gaz de composition stable pendant toute la durée de 1“expérience, semble nettement plus
marquée que pour BFB. Pour BFB, la hauteur de colonne nécessaire a 1“élimination compléte
de 1“H,S est similaire a celle observée a 1“issue de la perturbation C4 (70 cm), alors que pour
BFA, la hauteur de colonne nécessaire pour atteindre les mémes niveaux d“élimination de ce
polluant augmente de 90 cm (H/Hy = 0,9).

Concernant le FP, il n"a pas été possible d“approcher 1“effet mémoire par défaut d“un FP de
référence. De plus, la conception du réacteur ne nous a pas permis d“obtenir les profils de
concentration en fonction de la hauteur de colonne. Néanmoins, comme pour BFB et BFA et
en considérant les performances, 1“impact de cette perturbation sur 1“¢limination de ce

composé est inexistant.
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La figure 53 représente les profils de concentration de BFA, BFB et BFC en fonction de la

hauteur de colonne lors du dernier choc effectué.
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Figure 53 : Profils de concentration du DMS et du DMDS respectivement au sein de BFA, BFB et BFC lors du

choc C5 en fonction de la hauteur de colonne. C5 : dernier choc de concentration d“une durée de 48h effectué sur

1“ensemble des procédés biologiques. ES2 = 134°™ jour ; C5 = 142°™ jour.

D*apres la figure ci-dessus, il convient d“observer une diminution de [“efficacité d“¢limination

d“environ 25% + 6% pour le DMS et 40% + 8% pour le DMDS pour BFB et BFC en sortie
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de colonne. En revanche, le taux d“abattement du DMS et du DMDS diminue plus fortement
pour BFA, le niveau d“abattement diminuant de 45% environ pour les deux composés.

De plus, en considérant les droites de régression linéaire, il convient de noter que la valeur de
H,, est supérieure pour BFA (200 et 160 cm pour les DMS et DMDS respectivement) que
pour BFB (125 et 110 cm pour les DMS et DMDS respectivement) et BFC (87 et 88 cm pour
les DMS et DMDS respectivement).

Pour BFB et BFC, le temps nécessaire pour récupérer des profils de concentration similaires a
ceux observés a 1“¢tat stationnaire précédant le choc C5 est de 6 jours, alors que la résilience
de BFA pour les DMS et DMDS est plus faible (le temps nécessaire pour atteindre un profil

de concentration similaire a celui observé avant le choc est plus élevé).

Ces premiers résultats tendent a confirmer que [“histoire du systéme a une influence sur la
réponse a un stress (Strickland et al., 2009 ; Cabrol et al., 2012). Il est généralement admis
qu“un systéme soumis a un choc (BFB et BFC dans le cadre de notre étude) antérieur
récurrent et de petite amplitude développe, en cas de nouvelle perturbation, ces capacités de
résistance et de résilience par rapport a celles d“un systéme maintenu sous conditions
constantes (BFA dans le cadre de notre étude). Ce résultat est d“autant plus intéressant quil
est observé pour des composés récalcitrants comme 1“ammoniac (Cabrol et al., 2012) ou les

composés soufrés organiques dans notre cas.

4.3.4.2. Aspects microbiologiques

Le tableau 19 présente la distribution des valeurs de la densit¢ de la population

d“Hyphomicrobium sur 10, 50 et 90 cm hauteur de colonne pour BFA, BFB et BFC.
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Tableau 19 : Nombre de copies du genre Hyphomicrobium par ng d“ADN extrait durant 1“état stationnaire ES2

et le dernier choc de concentration C5 en fonction de la hauteur de colonne, a partir des échantillons de

matériaux prélevés au sein des biofiltres BFA et BFB et BFC. - = Donnée non exploitable.

Biofiltre Etat 10 cm 50 cm 90 cm
ES2 2,1E+02 + 1, 4E+01 | 3,4E+04 +2,1E+03 | 3,1E+05 + 5,3E+04
BrA Cs 2,1E+01 £ 0,7E+01 | 6,1E+03 + 0,9E+02 | 2,3E+05 + 2, 4E+04
ES2 3,4E+02 = 1,1E+02 | 5,2E+02 + 3,1E+01 | 6,4E+04 + 7,4E+03
BB Cs 9,5E+02 +£2,1E+05 | 7,3E+02 +2,9E+02 | 3,5E+05 + 3,4E+04
ES2 1,2E+04 + 2,7E+04 | 3,9E+03 + 1,9E+02 -
BrC Cs 1,4E+04 + 2,8E+04 | 7,1E+03 + 3,7E+02 | 3,7E+05 £ 1,3E+05

L analyse de ce tableau semble montrer que le dernier choc n“a pas d“effet sur la distribution
des niveaux de densité en fonction de la hauteur de colonne autant pour BFA que pour BFB et
BFC. Les valeurs de densité des bactéries totales et de la population de Thiobacillus thioparus
évoluent de manicre équivalente a celle observée pour Hyphomicrobium (annexe 10). Deux

hypothéses pour expliquer les résultats obtenus :

v L“histoire de 1“écosystéme semble impacter davantage 1“activité de ces populations
fonctionnelles que leurs niveaux de densité. Afin de valider cette suggestion, il aurait

¢été intéressant de réaliser les analyses qPCR basées sur 1“ARN.

v" 11 est possible que d*autres populations non ciblées dans le cadre de cette étude sont

impliquées dans la dégradation de ces composés

4.3.5. Potentialités d’un filtre percolateur utilisé pour traiter un gaz réel

Dans le cadre de notre étude, les perturbations appliquées sur un filtre percolateur mis en
ceuvre a 1“échelle du laboratoire a révélé que ce systeme est robuste : 1“hydrogéne sulfuré est
totalement éliminé en conditions stationnaires et perturbées. Afin de confirmer la robustesse
de ce procédé, il nous a sembl¢ intéressant d“évaluer les potentialités de ce bioréacteur dans le
cas du traitement d“un gaz réel. Cet effluent gazeux réel est issu du fonctionnement d“un
équarrissage situé¢ a Viriat (01). Cette unité pilote a été suivie pendant une période de 5 mois.

Des analyses ponctuelles (toutes les deux semaines) d“échantillons de gaz prélevés en entrée
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et en sortie du pilote ont été réalisées. Avant d“examiner les résultats obtenus, la composition

du gaz a fait [objet d"une attention particulicre.

4.3.5.1. Composition de I’effluent gazeux réel

La composition de [“effluent gazeux alimentant 1“unité pilote a été approchée de fagon semi-
quantitative par chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse. Dans un souci
de lisibilité, les composés ont été regroupés par famille chimique (tableau 20). Le tableau ci-
dessous présente les proportions relatives des familles de composés contenus dans 1“effluent
gazeux. Le calcul de ces abondances relatives prend en compte deux prélévements réalisés en

début d“expérience.

Tableau 20 : Analyse semi-quantitative de [“effluent gazeux réel par GC-MS.

Proportions relatives (%)
Nombres de composés

des composés regroupés

identifiés par famille
par famille chimique

Aldéhydes 39,0+ 3,4 16
Acides 20,0+ 5,6 9
Alcools 10,8+ 1,4 9
Soufrés 9,2+0,3 4
Azotés 8,6+3,9 6

Terpénes 5624 8
Cétones 47+1,1 8
Aromatiques 0,7+0,2 4
Esters 0,604 6
Alcanes 0,5+0,1 2
Furanes 0,4+0,2 2

L analyse par GC-MS a permis de mettre en évidence onze familles chimiques soit 74
composés traduisant la complexité de [“effluent gazeux en termes de nature des composés et
de leur proportion relative. Cet effluent gazeux est composé majoritairement d““aldéhydes (39

%) et d“acides (20 %) représentant plus de la moitié (59%) des composés émis. Les composés
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soufrés représentent 9,2% de la totalité des composés détectés (4°™ position). Les abondances
relatives des autres familles sont nettement plus faibles et varient entre 5 et 0,3% (terpénes,
aromatiques, ester, etc.).

Il convient de noter que la concentration en ammoniac en entrée du filtre percolateur est de
5,1 mg.m™ + 3,4 mg.m™. L“analyse quantitative, par GC-FPD, des composés soufrés a partir
des échantillons de gaz prélevés sur la période de fonctionnement du réacteur est présentée

sur la figure 54.
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Figure 54 : Evolution de la concentration des composés soufrés dans 1“effluent gazeux a traiter pendant la durée

de I"“¢étude. Les écart-types ont été calculés sur la base des analyses mensuelles (2 a 3 analyses par mois).

L analyse des composés soufrés par GC-FPD a révélé la présence d“H,S et de
méthymercaptan en majorité (entre 6,7 mg.m™ + 0,8 mg.m™ a 12,0 mg.m™ + 3,1 mg.m> et
2,6 mg.m™ + 0,8 mg.m™ a 8,8 mg.m™ + 11,5 mg.m™ respectivement). Les écart-types sont
¢levés ce qui traduit 1“activité fluctuante du site. Le DMS et DMDS sont généralement

retrouvés sous forme de traces : entre 0,2 et | mg.m” (Figure 54).
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4.3.5.2. Performances de I"unité pilote

Les performances du filtre percolateur sont calculées a partir des analyses d“échantillons de
gaz prélevés en entrée et sortie du bioréacteur.

Les performances globales de 1“unité pilote ont été¢ estimées par 1“analyse des Composés
Organiques Volatils (COV) totaux non méthaniques : le taux d“abattement des COV totaux
est de 70 + 5% sur toute la période de fonctionnement du filtre percolateur.

L« efficacité d“élimination de I'H,S et du méthylmercaptan a été particulierement examinée
(Figure 55).

Le taux d“abattement de 1"H,S atteint 92% (= 7%) et celui du méthylmercaptan est de 76%
(£15%).
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Figure 55 : Evolution de la concentration des composés soufrés (H,S et méthylmercaptan) en sortie de colonne

et en fonction du temps.

Des analyses complémentaires de la phase aqueuse révelent que la concentration en
ammonium (NH4+) dans la phase aqueuse est élevée de I“ordre de 2 g. L™ (1,9+0,2 gL™).

Les valeurs de pH sont proches de la neutralité durant toute la durée de 1“expérience : 7,4 (+

0,6).
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Ce résultat n“est pas surprenant du fait du transfert de 1“ammoniac gazeux dans la phase
aqueuse. La présence d“ammoniac dans 1“effluent gazeux facilite, par sa forte solubilité, le
maintien du pH de la phase aqueuse, si¢ége des réactions de biodégradation. De plus, la
concentration en sulfates augmente dans la phase aqueuse (> 6000 mg.L'1) attestant de la
biodégradation des composés soufrés au sein du filtre percolateur.

Si a 1“échelle du laboratoire et dans le cadre du traitement d“un mélange de composés soufrés
(H2S, DMS et DMDS), seul 1“abattement de 1“H,S est observé, le traitement d“un gaz réel,
caractérisée par une forte variabilit¢é en termes de concentrations en entrée, révele les
potentialités du filtre percolateur pour €liminer non seulement ce composé mais €galement
d“autres composés soufrés plus récalcitrants comme le méthylmercaptan (efficacité
d“élimination de 1“ordre de 80%).

Ces premiers résultats confirment les potentialités du filtre percolateur pour traiter les
composés soufrés. Dans 1“objectif d“améliorer les performances de ce bioréacteur en général
et les niveaux d“abattement des composés soufrés récalcitrants en particulier, des travaux
complémentaires sont essentiels pour affiner les conditions opératoires et mieux comprendre

les mécanismes biologiques régnant au sein d“un tel systéme.
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4.4. Conclusion

Ce chapitre a permis d“éudier 1“influence de 1“impact de perturbations transitoires (chocs de
concentrations répétés et de courte durée) sur les performances d“un biofiltre seul (BFB) et du
couplage de deux bioprocédés FP/BFC.

Dans le cadre de notre étude privilégiant des chocs répétés et de moyenne amplitude (facteur
7 al5), les résultats obtenus ont mis en évidence la robustesse de ces systémes. L“analyse des
profils de concentration en fonction de la hauteur de colonne révele que le biofiltre BFB ainsi
que le couplage FP/BFC sont fortement résilients, le délai nécessaire a la récupération du
niveau d“abattement avant le choc est inférieur ou €gal a 72 heures. Néanmoins, a court terme,
la réponse des bioprocédés aux pics de charge différe selon les composés : une perte
temporaire de [“efficacité d*“¢limination des composés soufrés (DMS et DMDS) est observée
alors que I“abattement de 1“H,S n‘est pas impacté. Les bioréacteurs semblent donc plus
résistants pour le composé facilement biodégradable (H,S) et moins résistant pour les
composés plus récalcitrants (DMS et DMDS).

Les perturbations transitoires n“ont pas d*“effet sur les niveaux de densité des bactéries totales.
L*“mpact des chocs sur les niveaux de densité de deux populations fonctionnelles différe. La
pression de sélection exercée par la premiére perturbation semble induire une perte temporaire
de densité d“Hyphomicrobium, les résultats observés a 1“issue des chocs suivants suggérant un
effet d“adaptation de cette population sur le plan physiologique (augmentation du taux de
croissance et d“activité enzymatique, augmentation du taux de transcription et d“expression
des génes). En revanche, les chocs de charge répétés n“ont pas d“effet sur les niveaux de
densités de peuplement des genres Hyphomicrobium et de Thiobacillus thioparus.

Ce travail a permis d“évaluer qualitativement 1“importance de I“histoire de 1“écosystéme sur
les performances. Les biofiltres BFB et BFC acclimatée a des chocs récurrents apparaissent
plus robustes en termes de résistance (pour le DMS particuliérement) et de résilience. Ces
résultats sont en accord avec ceux mentionnés par d“autres auteurs qui ont déterminé
quantitativement les indices de résistance et de résilience dans le cadre du traitement d“un
effluent gazeux complexe par biofiltration.

En revanche, il semblerait que [“histoire des bioréacteurs n“a pas d“effet sur les densités de
peuplement des bactéries totales et des populations d“intérét que sont Hyphomicrobium et
Thiobacillus thioparus. Cet effet mémoire n“a donc pas été confirmé au niveau de la

composante microbienne. Afin de le visualiser, il aurait été intéressant de réaliser les analyses
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gPCR basées sur I“ARN. Il est probable également que cet effet ait un impact plus marqué sur
d“autres populations fonctionnelles non ciblées dans le cadre de cette étude. Ces résultats
devront étre approfondis et complétés par des manipulations complémentaires visant a
caractériser de maniere systématique l“impact de chocs récurrents sur les composantes

fonctionnelle et microbienne de ces systéemes.

Pour terminer, il nous a paru intéressant d“approcher 1“effet de la variabilité du gaz a traiter
sur le FP, les essais en laboratoire n“ayant pas permis de visualiser un effet de ces
perturbations transitoires sur le fonctionnement de ce réacteur. Un filtre percolateur a été mis
en ceuvre pour traiter un effluent gazeux réel émis par [“activité d“un équarrissage pendant 5
mois. Les performances de ce bioprocédé concernant les composés soufrés sont élevées : une
dégradation quasi complete de 1“H,S (efficacité d“élimination de 92%), et 1 efficacité
d“élimination du méthylmercaptan est proche de 80%. Ces résultats préliminaires sont
prometteurs et nous encouragent a poursuivre les travaux concernant la mise en ceuvre de

filieres de traitement pour améliorer les performances de ces procédés biologiques.
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L*activité du secteur de la gestion et du traitement des déchets émet dans 1“atmosphere des
composés volatils a 1“origine de nuisances odorantes, fortement ressenties par les riverains des
installations. La législation en vigueur, de plus en plus contraignante pour les industriels
émetteurs, imposent, dans la majorité des cas, le traitement de ces émissions gazeuses. Les
procédés biologiques occupent une place de choix car particulierement adaptés au traitement
de ces effluents caractérisés par des débits élevés et de faibles concentrations. Parmi les
procédés biologiques, la biofiltration est la plus utilisée a 1“¢chelle industrielle. Une des
limitations inhérentes a ces procédés biologiques réside toutefois dans la difficulté a éliminer
des composés récalcitrants. De plus, les seuils de perception des composés odorants et plus
particuliérement des composés soufrés (hydrogéne sulfuré, méthylmercaptan,
DiM¢éthylSulfure (DMS) et DiMéthylDiSulfure (DMDS)), trés bas (de 1“ordre du ug.m's),
obligent a atteindre des niveaux d“abattement ¢élevés. Il devient donc de plus en plus difficile
de satisfaire aux normes de rejet par la mise en ceuvre d““un procéd¢ unique de traitement. Une
solution pertinente pour pallier les limitations inhérentes aux biotechniques et satisfaire aux
normes de rejet consiste au couplage de procédés.

Pour améliorer le traitement de composés soufrés (H,S, DMS et DMDS) en mélange, le but
de ce travail de thése a été d“évaluer les potentialités du couplage de deux procédés
biologiques, que sont le filtre percolateur et le biofiltre, en utilisant des systémes modéles

(permettant le contrdle des conditions opératoires) les plus réalistes possibles.
Les principaux résultats de ces travaux de theése sont les suivants.

D*apres la littérature, les communautés bactériennes oxydant les composés soufrés sont
sensibles aux conditions environnementales en général et au pH en particulier. Aussi, dans un
premier temps, 1“impact du pH sur 1“activit¢ de dégradation de composés soufrés en mélange
(H2S, DMS et DMDS) la structuration de la communauté bactérienne totale a-t-il fait 1“objet
d“une attention particuliere. Des microcosmes, dans lesquels la biomasse est libre, ont €té mis
en ceuvre pour répondre a ce questionnement.

Si le pH de la phase aqueuse n“a pas d“impact sur la biodégradation de 1H,S, les niveaux
d“abattement des composés soufrés organiques semblent gouverner par le pH de la phase
aqueuse. Une ¢limination compléte de ces composés est observée pour une gamme de pH
comprise entre 5 et 7. En revanche, pour un pH acide (pH1 et 3), les taux d“abattement du
DMS et du DMDS sont faibles (10 et 20% respectivement). La pression de sélection imposée
aux microcosmes au départ de l“expérience (nature et concentration des composés, pH)

influence fortement la structure des communautés bactériennes dans ces microcosmes. Ces
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résultats semblent également révéler que des communautés distinctes provenant d“un
inoculum différent (méme source, temps de prélévement différents) peuvent atteindre des

performances de dégradation similaires et stables.

Ces premiers travaux apportent des données intéressantes sur la dégradation biologique d“un
mélange de composés soufrés et permettent d“établir des recommandations concernant le
traitement de ces composés. Elles ont été prises en compte dans la seconde phase de 1“étude
dont 1“objectif est d“évaluer les potentialités du couplage de deux procédés biologiques (filtre
percolateur (FP)/biofiltre (BFC)) utilis€ pour traiter un mélange de composés soufrés en
conditions stationnaires. La régulation du pH de la phase liquide étant plus aisément controlée
au sein du filtre percolateur que celle du biofiltre, il est envisagé d augmenter la
biodégradabilité des composés soufrés au sein du lit percolateur, et d“affiner 1“¢limination des
composés récalcitrants par post-traitement (biofiltre). Les travaux réalisés ont permis de
mettre en évidence 1“intérét de mettre en ceuvre un tel couplage car il permet d“améliorer
sensiblement les performances atteintes par un biofiltre seul (BFA et BFB). L“H,S et le
DMDS sont complétement éliminés et le taux d“abattement du DMS est de 1“ordre de 80-
85%. Néanmoins, 1“ajustement des conditions opératoires du filtre percolateur (débit de
recirculation de la phase liquide) permettrait probablement d“améliorer les performances
obtenues en initiant la dégradation des composés plus récalcitrants (DMS et DMDS) au sein
de celui-ci et par voie de conséquence d“épurer totalement le gaz pollué.

Les densités de peuplement des bactéries totales au sein du biofiltre relié au filtre percolateur
sont similaires a celles observées au sein de biofiltres seuls et sont homogenes sur toute la
hauteur de colonne. La colonisation des bioréacteurs par deux populations d“intérét
Hyphomicrobium et Thiobacillus thioparus a été également examinée. Si les niveaux de
densité augmentent linéairement avec la hauteur de colonne au sein des biofiltres de référence
(BFA et BFB) et de celui couplé¢ au filtre percolateur (BFC), il semblerait que la pression de
sélection imposée par la composition du gaz en entrée de BFC (DMS et DMDS
exclusivement) induise une colonisation plus homogeéne des matériaux supports par ces deux
populations. Ces résultats permettent donc de suggérer leur implication dans la biodégradation
du DMS et du DMDS. Néanmoins, cette hypothése nécessite d“€tre confirmée par la mesure
de I“activité de ces populations.

Ces travaux ont permis de valider 1*utilisation de différents matériaux supports disposés sous

forme de strates (plaquette papetiere/fibre de coco/écorce de pin) comme garnissage de
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biofiltres. Cette disposition en strates ne semble pas influencer la distribution des activités de

biodégradation.

A [I“¢chelle industrielle, I“activité¢ fluctuante des procédés de traitement des déchets
(compostage, €¢quarrissage) se traduit par une forte variabilité¢ de 1“effluent gazeux, en termes
de composition et de concentration. Cette variabilité peut perturber le fonctionnement des
procédés biologiques de traitement. La dernieére partie de 1“¢tude a ainsi eu pour objectif
d“examiner le comportement du couplage filtre percolateur/biofiltre soumis a des
perturbations transitoires caractérisées par la répétition d“une brusque augmentation de
concentration sur une courte période. Les résultats obtenus ont mis en évidence la robustesse
de ces systémes. L analyse des profils de concentration en fonction de la hauteur de colonne
révele que le biofiltre BFB ainsi que le couplage FP/BFC sont fortement résilients, le délai
nécessaire a la récupération du niveau d“abattement avant le choc est inférieur ou égal a 72
heures. Néanmoins, a court terme, la réponse des bioprocédés aux pics de charge difféere selon
les composés : une perte temporaire de 1“efficacité d“¢limination des composés soufrés (DMS
et DMDS) est observée alors que 1“abattement de 1“H,S n“est pas impacté. Les bioréacteurs
semblent donc plus résistants pour le composé facilement biodégradable (H,S) et moins
résistant pour les composés plus récalcitrants (DMS et DMDS).

Les perturbations transitoires n“ont pas d*effet sur les niveaux de densité des bactéries totales.
L*“mpact des chocs sur les niveaux de densité de deux populations fonctionnelles differe. La
pression de sélection exercée par la premicre perturbation semble induire une perte temporaire
de densité d“Hyphomicrobium, les résultats observés a 1“issue des chocs suivants suggérant un
effet d“adaptation de cette population sur le plan physiologique (augmentation du taux de
croissance et d“activité enzymatique, augmentation du taux de transcription et d“expression
des genes). En revanche, les chocs de charge répétés n“ont pas d“effet sur les niveaux de
densités de peuplement de Thiobacillus thioparus.

Pour terminer, il nous a paru intéressant d“approcher 1“effet de la variabilité du gaz a traiter
sur le FP, les essais en laboratoire n“ayant pas permis de visualiser un effet de ces
perturbations transitoires sur le fonctionnement de ce réacteur. Un filtre percolateur a été mis
en ceuvre pour traiter un effluent gazeux réel émis par 1“activité d“un équarrissage pendant
cinq mois. Les performances de ce bioprocédé concernant les composés soufrés sont élevées :
une dégradation quasi compléte de 1"H,S (efficacité d“élimination de 92%), et 1“efficacité

d“élimination du méthylmercaptan proche de 80%. Ces résultats préliminaires sont
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prometteurs et nous encouragent a poursuivre les travaux concernant la mise en ceuvre de

filicres de traitement pour améliorer les performances de ces procédés biologiques.

Quelques pistes d“¢tudes complémentaires sont proposées a 1“issue de ce travail :

v" Dans un premier temps, il est nécessaire d“ajuster les conditions opératoires du filtre
percolateur permettant de favoriser le transfert de ces composés en phase aqueuse afin
d“nitier la dégradation biologique des composés soufrés organiques au sein de ce
bioréacteur. Une autre piste consiste a examiner 1“inoculation du filtre percolateur :

biomasse provenant des biofiltres dégradant les composés soufrés.

v' En dépit des difficultés liées a des connaissances partielles sur les populations
impliquées dans la dégradation des composés soufrés organiques et 1“absence d“outils
(moléculaires) disponibles a ce jour, une connaissance approfondie des mécanismes
biologiques s“impose en privilégiant la communauté fonctionnelle : activité¢ des
populations d“intérét ciblées dans le cadre de cette étude, identification d“autres
populations susceptibles d“ére impliquées dans la dégradation de ces composés. La
technique SIP (Stable Isotope Probing) permettrait d“identifier les populations
fonctionnelles et actives dominantes, en visualisant [“incorporation par les

microorganismes d“un polluant radioactivement marqué.

v" Evaluer a 1“échelle du laboratoire et de maniére systématique 1“impact de perturbations
représentatives de celles rencontrées sur site industriel sur la robustesse du couplage.
La poursuite des travaux sur site est indispensable afin de valider les résultats

expérimentaux obtenus en laboratoire en conditions réelles.
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Annexe 1 : Composition du milieu nutritif HCMM3

(Chapitre 2)
e Solution A
Solution 10 X Concentration finale visée
KH,PO, 13,6 gL 1,36 gL 10,0 mM
NA,HPO, 142 gL 1,42 gL 10,0 mM
KNO; 51gL”’ 0,51 g.L'! 5,0 mM
(NH4),S04 238 gL 2,38 gL 18,0 mM
e Solution B
Solution 100 X Concentration finale visée
MgSO4(7H,0) 50gL”! 0,05 gL 0,20 mM
e Solution C
Solution 100 X Concentration finale visée
CaCL,(2H,0) 1,5gL" 15 mg. L’ 0,10 mM
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e Solution D

Annexes

Solution 1000 X

Concentration finale visée

Fe(NHy)2(SO4)2(7TH,0)

3,53 gL

3,53 mg.L"

9,00 uM

HCI conc. (38%)

19.0 gL

19,0 mg.L™

0,52 mM

e Solution E

H3;BO;3

MnSO4(H;0)

CuSOy4

ZnCl,

CoClL(6H,0)

N32M004(2H20)

HCI conc. (38%)

Solution 1000 X

2,86 gL
1,54 gL
2,5mg.L"
2,1 mgL”!
4,1 mg.L"!
2,5 mg.L'1

19.0 gL

Concentration finale visée

2,86 mg.L"!
1,54 mg.L"
2,5 ugL!
2,1 pg.L”!
4,1 pg.L”!
2,5 ug.L'1

19,0 mg.L™

46,2 uM

9,11 uM

0,016 uM

0,015 uM

0,017 uM

0,010 uM

0,52 uM
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Annexe 2 : Courbes d’étalonnage de I’hydrogéne sulfuré

(H,S), du diméthylsulfure (DMS) et du diméthyldisulfure

(DMDS) par chromatographie en phase gazeuse

(Chapitre 2)

Les figures 1, 2 et 3 présentent les courbes d“étalonnage de 1“H,S obtenues par

chromatographie en phase gazeuse équipé d“un détecteur a photo-ionisation (PID) (HNU

Systems Model 311, Newton, MA, USA) et celles du DMS et DMDS obtenues par

chromatographie en phase gazeuse équipé d“un détecteur a ionisation de flamme (FID)

(Trace, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA).
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Figure 1 : Courbe d*“étalonnage de 1°H,S.
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Figure 2 : Courbe d“étalonnage du DMS.
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Figure 3 : Courbe d“étalonnage du DMDS.
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Annexe 3 : Structure de la communauté bactérienne totale,
obtenue par PCR-DGGE, au sein des différents
microcosmes (expériences E1.1 ; E1.2 ; E2.1

(Chapitre 2)

Expérience E1.1
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Expérience E1.2

Figure 4 : Structure de la communauté bactérienne totale, obtenue par PCR-DGGE, des microcosmes : ; (2) pH

7;3)pHS5; @) pH3;(5)pH 1 ;(6)contrdle 1 ; (7) contrdle 2 ; (8) Inoculum ; (1, 9) Standard.
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Annexe 4 : Plans d’implantation des unités pilotes de

biofiltration et du couplage filtre percolateur/biofiltre

(Chapitre 3)
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Figure 5: Plans d“implantation des unités de biofiltration BFA et BFB et du couplage lit percolateur FP
/biofiltre BFC.
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Annexe 5 : Test de génération de I’effluent gazeux
synthétique alimentant les biofiltres dupliquats et le
couplage filtre percolateur/biofiltre

(Chapitre 3)

La figure 4 présente, 1“évolution de la concentration de 1'H,S, DMS et DMDS en fonction du
temps. Les mesures ont été effectuées toutes les 10 min pendant 48 heures en entrée de

chaque unité pilote.
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Figure 6 : Evolution de la concentration des différents composés soufrés contenus dans 1“effluent gazeux

synthétique en fonction du temps.
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Annexe 6 : Composition de la solution nutritive

(Chapitre 3)

Les caractéristiques de 1“engrais utilisé sont détaillées dans le tableau 1.

Tableau 1 : Composition de 1“engrais utilisé comme solution nutritive (Optiplan, Duclos International, Lunel,

France).
Composés Pourcentage massique de chaque composé
(%)
Azote nitrique 10
Azote ammoniacal 12,2
Azote urique 1,8
Anhydride phosphorique 20
Oxyde de potassium 2
Oxyde de magnésium 2
Anhydride sulfurique 4
Bore 0,0125
Cuivre 0,0025
Manganese 0,0125
Molybdéne 0,0012
Zinc 0,010
Fer 0,03

La solution nutritive est obtenue par dilution de I'engrais dans de I'eau a une concentration de
42 mg L™ afin d'appliquer, via l'arrosage, un apport en nutriments respectant le ratio C/N/P de
100/10/1. Les calculs qui ont permis de déterminer cette concentration sont détaillés ci-

dessous.

Le tableau 2 présente les données qui ont permis de déterminer I'équivalent carbone du

mélange.
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Tableau 2 : Equivalent carbone de 1“effluent gazeux synthétique.

Concentration Nombre Masse de C
Masse Nombres Masse de
dans le de moles Equivalent équivalente dans
Composés molaire de carbone
mélange : pour 100 carbone le mélange (g de
2 (g.mol™) carbones équivalente (g) 2
(mg.m™) mg C.m™)
H,S 30 34 2,9.10° 0 0 0 0
DMS 20 62 1,6.10° 2 3,2.10° 3,8.107 7,7.10°
DMDS 20 94 1,1.10° 2 2,2.10° 2,6.107 5,2.10°

v' L'équivalent carbone du mélange est de 12,9 mg de C.m™ d'air. En considérant le débit
appliqué (7 m’.h™), la quantité de carbone a dégrader est de 2,17 g de C.j'l. D'apres le
rapport C/N/P, il faut donc apporte 0,22 g de N.j™' et 0,022 g de P.j™.

v' Le phosphore étant en excés dans l'engrais utilisé, selon le rapport N/P choisi, la
concentration nécessaire d'engrais sera donc calculée sur la base de la quantité d'azote

a apporter.

v' L'apport de solution nutritive est de 40 L.col’j' a un débit de 20 L.h"'m™ de
matériau. La concentration en azote de la solution nutritive doit donc étre de 10,8 mg

N.L"! pour permettre l'apport de la quantité d'azote journaliére nécessaire.

v' L'engrais étant constitué d'azote a 24%, il est donc nécessaire de diluer 45 mg.L™

d'engrais pour obtenir une solution nutritive a 10,8 mg.L'1 d'azote.
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Annexe 7 : Courbes d’étalonnage de I’hydrogéne sulfuré

(H,S), du diméthylsulfure (DMS) et du diméthyldisulfure

(DMDS) par chromatographie en phase gazeuse

(Chapitre 3)

Les figures 7, 8 et 9 présentent, les courbes d“étalonnage de 1“H,S, du DMS et du DMDS,

obtenues par chromatographie en phase gazeuse (Varian CP-3800) équipé d“un détecteur a

photométrie de flamme pulsée (GC-PFPD).
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Figure 7 : Courbe d*“étalonnage de 1°H,S.
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Figure 8 : Courbe d“étalonnage du DMS.
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Figure 9 : Courbe d“étalonnage du DMDS.
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Annexe 8 : Détails du calcul en bilan soufre (Chapitre 3)

Le bilan soufre sur les biofiltres BFA et BFB, et sur le couplage FP/BFC a été réalisé a 1“¢tat
stationnaire (entre t = 82 et t = 100 jour) en considérant le ratio massique de la quantité de
soufre entrante sous forme H,S, DMS et DMDS a |“état gazeux par rapport a la quantité de
soufre sous forme de sulfate dans la phase aqueuse et de composés soufrés a 1“état gazeux non

consommeé. Le détail du calcul est décrit comme suit :

Equation 1 (gonuant/i) ¢

) [polluant] . . _3 M
Quantité de polluant _ ., oper; =—————— * 7(Débitd'airen mg.m™) = 24/ ———
/i 1000 M,
polluant
Equation 2 (g ponuant/j) :
i [polluant] M,
uantité de polluan o= ——————— — Abattement (% —_—
Quantité de polluant ,,,..qne/; X (1 — Abattement (%) X 7 X 24/
1000 polluant
Eguation 3 !gs_sulfates/- .
[SDE_]mesur‘ée ME
Quﬂ-ﬂtité dE 5 ul duit/j =—X VD]‘ 1 illi/j X
sulfates produit/j 1000 percolatrecueilli/j Mpc\lll_]ant
Equation 4 (%) :
Eq4 = Eql—(Eq2+Eq3)

Egl

Les valeurs d“erreur (%) concernant le bilan soufre sont données dans le tableau 2 pour BFA,
BFB et FP/BFC. Le bilan a été calculé a [“état stationnaire sur une période de 18 jours (entre t

=82 ett=100 jour).
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Tableau 3 : Récapitulatif du bilan soufre pour les BFA et BFB et le couplage FP/BFC.

Annexes

BFA
Quantité de S-H,Sg )
90 Quantité de S-H,S sortant (g de S) 0
entrant (g de S)
Quantité de S-DMSg )
31,2 Quantité de S-DMS sortant (g de S) 10,6
entrant (g de S)
Quantité de S-DMDSg )
20,6 Quantité de S-DMDS sortant (g de S) 4,7
entrant (g de S)
Total (g) 141,8 Quantité de S-sulfates produit (g de S) | 125,9
Total (g) 141,3

BFB
Quantité de S-H,Sg )
90 Quantité de S-H,S sortant (g de S) 0
entrant (g de S)
Quantité de S-DMSg )
31,2 Quantité de S-DMS sortant (g de S) 10,6
entrant (g de S)
Quantité de S-DMDSg
20,6 Quantité de S-DMDS sortant (g de S) 3,5
entrant (g de S)
Total (g) 141,8 Quantité de S-sulfates produit (g de S) | 128,7

-0,7

= Total (g) 141,3

F

‘
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Quantité de S-H,Sg )
90 Quantité de S-H,S sortant (g de S) 0
entrant (g de S)
Quantité de S-DMSg )
31,2 Quantité de S-DMS sortant (g de S) 31,2
entrant (g de S)
Quantité de S-DMDSg )
20,6 Quantité de S-DMDS sortant (g de S) 20,6
entrant (g de S)
Total (g) 141,8 Quantité de S-sulfates produit (g de S) 116
Total (g) 167,8
-18,3
BFC
Quantité de S-H,Sg ]
0 Quantité de S-H,S sortant (g de S) 0
entrant (g de S)
Quantité de S-DMSg
31,2 Quantité de S-DMS sortant (g de S) 5,9
entrant (g de S)
Quantité de S-DMDSg )
20,6 Quantité de S-DMDS sortant (g de S) 0
entrant (g de S)
Total (g) 51,8 Quantité de S-sulfates produit (g de S) 46
Total 51,9
-0,7
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Annexe 9 : Comparaison des profils DGGE obtenus a
partir d’échantillons de matériaux prélevés au sein de
BFA, BFB et BFC
(Chapitre 4)

Comparaisons BFA/BFC

Similarité (%)
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2 3
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BFC Fibrede coco (30 cm)

BFC Fibrede coco (70 cm)
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BFC Fibrede coco (30 cm)

BFC Fibrede coco (70 cm)
% BFB Fibrede coco (30 cm)

BFB Ecorces de pin (90 cm)
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BFC Plaquettes papetiéres (50 cm)

Figure 10 : Représentation de la structure des communautés au sein des biofiltres BFA et BFB et BFC garnis de
plaquettes papetiéres (10 et 30 cm) ; fibre de coco (50 et 70 cm) et écorces de pin (90 cm). Clustérisation basée
sur 1“analyse des positions et des intensités relatives des bandes détectées sur profil DGGE. Le dendrogramme

est construit selon la méthode UPGMA a partir de la matrice des similarités calculées par 1“indice de Bray-
Curtis.
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Annexe 10 : Analyses par qPCR de la densité de
peuplement de la communauté bactérienne totale ainsi que
la population de Thiobacillus thioparus au sein des
biofiltres BFA, BFB et BFC
(Chapitre 4)

Les densités de peuplement de la communauté bactérienne totale et de la population de
Thiobacillus thioparus sur 10, 50 et 90 cm hauteur de colonne pour BFA, BFB et BFC sont

présentées dans les tableaux 4 et 5.

Tableau 4 : Nombre de copies de la communauté bactérienne totale par ng d“ADN extrait durant 1“état

stationnaire ES2 et a 1“issue du dernier choc de concentration C5 en fonction de la hauteur de colonne, a partir

des échantillons de matériaux prélevés au sein des biofiltres BFA et BFB et BFC. ND : non détecté.

Biofiltre Etat 10 cm 50 cm 90 cm
ES2 5,3E+06 + 1,0E+06 | 4,5E+06 + 1,5E+06 | 4,0E+06 + 0,8E+06
BFA
C5 2,7E+06 £+ 3,2E+05 | 5,2E+06 + 1,9E+06 | 9,2E+06 + 3,4E+05
ES2 4,0E+06 = 0,1E+06 | 3,6E+06 £2,1E+05 | 3,4E+06 + 1,4E+05
BFB
C5 5,4E+06 £ 1,1E+05 | 1,5E+07 + 3,9E+06 | 8,6E+06 + 4,4E+05
ES2 6,2E+06 + 1,7E+06 ND ND
BFC
C5 1,9E+07 + 0,4E+06 | 2,0E+07 +2,7E+06 | 1,1E+07 + 8,7E+06

Tableau 5 : Nombre de copies de la population de Thiobacillus thioparus par ng d“ADN extrait durant 1“état

stationnaire ES2 et le dernier choc de concentration C5 en fonction de la hauteur de colonne, a partir des

échantillons des biofiltres BFA et BFB et BFC.

Biofiltre Etat 10 cm 50 cm 90 cm
ES2 6,7E+01 £ 0,4E+01 | 5,2E+03 £ 1,1E+02 | 1,7E+05 + 3,3E+04
BEFA Cs 3,8E+02 £ 0,7E+02 | 9,9E+03 + 3,9E+02 | 3,6E+05 + 4,4E+04
ES2 3,5E+02 £ 0,1E+02 | 1,7E+03 + 2,1E+02 | 2,3E+05 + 4,4E+04
BFB Cs 3,2E+02 £ 0,9E+02 | 6,9E+02 + 1,9E+02 | 5,2E+05 + 2,4E+04
ES2 6,9E+03 £ 8,7E+02 | 7,1E+03 +2,9E+02 | 1,1E+07 = 0,9E+07
BFC Cs 2,7E+03 = 7,8E+02 | 1,0E+03 + 0,7E+03 | 5,1E+05 + 1,9E+05
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Alexandre SOUPRAMANIEN

Traitement d’effluents gazeux malodorants issus du secteur industriel du traitement des
déchets par voie biologique : étude du couplage lit percolateur/biofiltre.

Biological treatment of malodorous gaseous compounds stemming from the industrial sector
of waste management: study of a biotrickling filter/biofilter combination.

Résumé

Le secteur industriel du traitement des déchets génere des
émissions gazeuses induisant des nuisances odorantes auprés
des populations riveraines des installations. Ces effluents
gazeux contiennent une grande diversité de composés
volatils : oxygénés (acides gras volatils, cétones, aldéhydes,
alcools), azotés et soufrés (hydrogéne sulfuré (H.S),
diméthylsulfure ~ (DMS), diméthyldisulfure  (DMDS) et
méthanethiol (MT)). Ces effluents gazeux sont traités par un
dispositif approprié que sont les bioprocédés. Néanmoins, les
seuils de perception des composés odorants et plus
particulierement ceux des composés soufrés, tres bas, obligent
a atteindre des efficacités d’abattement particulierement
élevées, faute de quoi le résiduel de concentration peut étre a
'origine d’'un impact notable sur les populations riveraines.
L’objectif de cette étude est donc d’améliorer les performances
de ces procédés biologiques par la mise en ceuvre de filieres
de traitement. L'originalit¢é de ce travail est d'évaluer les
performances d’épuration d’'un mélange de composés soufrés
par la mise en ceuvre du couplage de deux procédés
biologiques que sont le lit percolateur et le biofiltre.

Le premier résultat de ce travail de these a consisté a évaluer
limpact du pH sur lactivité de dégradation de composés
soufrés en mélange (H,S, DMS et DMDS) en mettant en
ceuvre des microcosmes. La valeur du pH de la phase
aqueuse a une influence sur I'efficacité d’élimination des DMS
et DMDS. Une élimination compléte de ces derniers est
observée pour une gamme de pH comprise entre 5 et 7. Les
performances de ce couplage ont été comparées avec celles
observées dans le cas de biofiltres seuls (dupliquats). Aprés
une phase d’acclimatation, un fonctionnement stable est
maintenu en conditions opératoires stationnaires. Les
potentialitéts du couplage ont été mises en évidence, les
niveaux d’abattement des DMS et DMDS étant supérieurs (de
l'ordre de 20%) pour le couplage de bioprocédés. La
composante microbiologique a fait I'objet d'une attention
particuliere en évaluant les densités de deux populations
connues pour  dégrader ces composés  soufrés
(Hyphomicrobium et Thiobacillus thioparus) par g-PCR au sein
du biofiltre couplé au filtre percolateur et des biofiltres de
référence. Les résultats obtenus mettent en évidence la
présence de ces deux populations a des taux éleves (104
copies du gene ADNr-16S/ng ADN extrait pour Thiobacillus
thioparus et 10°-10° copies du géne ADNr-16S/ng ADN extrait
pour Hyphomicrobium). La répartition de ces deux populations
est similaire dans les deux cas (couplage et biofiltres seuls).
Face a des perturbations représentatives de celles observées
sur site, la robustesse du couplage a pu étre mise en évidence,
les niveaux d’efficacité d’avant les chocs sont récupérés dans
un délai inférieur ou égal a 72 heures apres l'arrét de la
perturbation. Enfin, une application sur site (équarrissage) a
été conduite sur une période de trois mois et a permis de
valider les résultats de laboratoire et de montrer I'adaptabilité
d’'un tel systeme face a la variabilité d’un effluent réel.
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Abstract

Waste treatment industries generate gaseous emissions that
may induce odour annoyance to the surrounding populations.
These gaseous effluents contain a large variety of volatile
compounds such as oxygenated (volatile fatty acids, ketones,
aldehydes and alcohols), nitrogen and sulphur compounds
(hydrogen  sulphide  (H.S), dimethylsulphide (DMS),
dimethyldisulfide (DMDS) and methanethiol (MT). These
gaseous emissions are controlled by using an adequate
system such as biotechniques. Nevertheless, because of their
very low odor thresholds, complete elimination of sulphur
compounds has to be assessed, as the residual concentration
can induce an odorous impact on neighbourhood populations.
The aim of this study is to improve these bioprocesses
performances by carrying out an adequate system strategy.
The originality of this work is to evaluate the removal efficiency
of a mixture of sulphur compounds by implementing a
combination of two bioprocesses and more precisely a
biotrickling filter and biofilter.

The first step of this PhD. work consisted of evaluating the pH
impact on the biodegradation activity of a mixture of sulphur
compounds (H,S, DMS and DMDS) by using microcosms. The
pH has an impact on the removal efficiency of DMS and
DMDS. The total removal of these compounds is observed for
a pH range between 5 and 7. The performances of the coupling
have been compared with those reached by implementing
control biofilters (duplicated). After an acclimatization period,
stable performances are maintained under constant operating
conditions. The efficiency of the coupling have been
highlighted, the DMS and DMDS abatement levels are superior
(around 20%) for the bioprocesses combination.

The microbiological component has been investigated within all
biofilters by estimating the densities of two populations involved
in the biodegradation of sulphur compounds (Hyphomicrobium
and Thiobacillus thioparus), by using qPCR. The obtained
results hlghllghted the presence of both populations at high
level (10" copies of DNAr-16S gene/ng extracted DNA for
ThlobaC/Ilus thioparus and 10%-10° copies of DNAr-16S
gene/ng extracted DNA for Hyphomicrobium). The repartition of
these two bacterial populations is similar in both cases
(coupling system and reference biofilters). Under transient
shock load conditions, the robustness of the coupling has been
revealed. The efficiency levels before the shock load are
recovered 72 hours after the perturbation off. Finally, the
monitoring of an on- site pilot (rendering facility) has been
carried out during three months. The laboratory results have
been confirmed and the suitability of such a system has been
showed under industrial gas variability.

Key Words
Malodorous gaseous emissions; Sulphur compounds;
Biotrickling filter ; Biofilter ; Bioprocesses coupling ;

Performances ; Bacterial communities
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