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Résumé

En dépit de l'utilisation des résidus générés fagriculture et par I'agro-industrie comme
fertilisants, aliments pour bétails et combustipliésubsiste toujours le probléme de leur
guantité a traiter. Ceci a conduit au développerdestméthodes de conversion énergétique
de ces résidus a travers le processus de la digesiaérobie ou biométhanisation réalisée par
les bactéries anaérobies. Cependant, ces dermerssnt pas capables de digérer les fibres
lignocellulosiques enveloppant les cellules végstalvec comme conséquence un rendement
énergeétique limité de la digestion anaérobie dmportant reste de résidus solides a la fin de
'opération. Or ces fibres représentent environ 5@84oute la biomasse terrestre avec une
production annuelle estimée a 50 milliards de tsnne

Les fibres lignocellulosiques sont constituées aecéllulose, de I'hémicellulose, et de la
lignine qui sont fortement entremélés et sont chimiment attachées par des liaisons de
divers types, covalentes et non covalentes. llange quelques organismes qui sont capables
de dégrader tous les constituants des fibres lgjhdasique, c'est-a-dire la cellulose,
’hémicellulose et la lignine, simultanément. @eganismes sont principalement les white-
rot fungi ou champignons de pourriture blanche.

Dans ce travail de recherche, la digestion anagmbs résidus lignocellulosiques est couplée
a une digestion fongique afin d’accroitre la récapén de I'énergie contenue dans ces
substrats et de supprimer la production de résidilides. L’hypothése du travail est que les
digestats anaérobies lignocellulosiques renferreanbre une bonne portion des substances
fermentescibles sous forme de fibres lignocellgjoss. Celles-ci sont cependant
inaccessibles aux bactéries anaérobies responsiblasiiométhanisation. C’est ainsi que le
traitement de ces digestats par les white-rot fudgies d’enzymes lignolytiques devrait
fragmenter la lignine, désagréger les fibres ednmerles polysaccharides pariétaux plus
facilement disponibles aux bactéries de la digasdimaérobie.

En pratique, les échantillons de digestats dis peovenant d’'une biométhanisation préalable
ont été inoculés avec le white-rot fungi Pycnoposasguineus (Ps7) afin d’obtenir une
hydrolyse des fibres lignocellulosiques. Le dispbgixpérimental utilisé pour la digestion
fongique des digestats était constitué des fladen308 ml fermés par des bouchons de coton
et incubés pendant un mois. La digestion anaémbié effectuée pendant une période de 7 a
10 jours dans des réacteurs batch anaérobies extewle téte manomeétrigue mesurant la
pression des gaz carbonique et méthane produitsp@@ameétres expérimentaux ont été testés
au cours de la digestion fongique des digestats ¢tlarbut d'identifier les conditions qui
permettraient une croissance maximale du Ps7. &esngtres ont éteé : différentes valeurs de
1) pH et 2) d’humidité de digestats, et 3) leurappissement en éléments nutritifs résiduels
facilement assimilables par une opération de «gjava

Les traitements appligués permettent le développerde white-rot fungus Ps7 dans les
digestats de nia mais uniguement lorsque le digestat est préafahie autoclavé,
inoculation et I'incubation se faisant en condiis stériles. En conditions non stériles, le
white-rot fungus subit une importante compétitiomuttes organismes présents dans le
digestat. Le développement de Ps7 entraine undaaati&n de la biodigestibilité anaérobie
des digestats jusqu’a des proportions allant de 86% jours a 82% en 10 jours d’incubation
par rapport aux témoins n'ayant pas subi la digadtingique.

Les perspectives en cours sont orientées versplaression de I'autoclavage de sorte que le
développement du white-rot fungus dans les digesaimés soit possible en conditions non
stériles. Pour cela, la piste d’un appauvrissemkrst poussé est proposée.



Dédicace

Au Seigneur Jésus-Christ, je dédie ce travait car

Le Seigneur est mon berger, je ne manquerai de rien

I me met au repos dans des prés d'herbe fraiche,
il me conduit au calme prés de 'eau. Il ranime foeses,

il me guide sur la bonne voie, parce qu'il est éegbr
d'Israél. Méme si je passe par la vallée obsceeng
redoute aucun mal, Seigneur, car tu m'accompagnes.
me conduis, tu me défends, voila ce qui me rasfiaee a
ceux qui me veulent du mal, tu prépares un bangowet

moi. Tu m'accueilles en versant sur ma téte undiauile
parfumée. Tu remplis ma coupe jusqu'au bord. Q@uis t
les jours de ma vie, ta bonté, ta générosité meanti pas

a pas. Seigneur, je reviendrai dans ta maison aussi
longtemps que je vivrai.

Psaumes 23.



Remerciements

Je voudrais remercier, par ces quelques lignes,deux qui m’ont aidé a réaliser ce
meémoire ;

Je remercie tout d’abord le Professeur Patrick rGeour
m’avoir regu dans son laboratoire, ses conseils, se
corrections et le temps passé a m’aider malgré son
emploie du temps chargé.

Je remercie ensuite Francoise Bindels pour son
encadrement, ses conseils, sa patience et sa $yenfuait
au long de ce travail de recherche.

Je remercie toute I'Unité de GEBI pour son accuell
chaleureux au sein de leur équipe et pour tous ces
moments agréables passés ensemble.

Je remercie le Professeur Yvan Larondelle et Fiango
Bera, mes responsables académiques, pour I'énorme
travail scientifique qu’ils ont accompli dans manfation.

Je remercie tous les Professeurs de la Facultgatilarie
Biologique, Agronomique et Environnementale de
I'Université Catholique de Louvain ainsi que ceux ld
Faculté des Sciences Agronomiques de Gemblouxmgui o
apporté leur pierre dans ma formation.

Je remercie la Commission Universitaire pour le
Développement de m’avoir octroyé cette bourse de 13
mois qui m’a permis d'enrichir le bagage de mes
connaissances.

Je remercie, enfin, tous les collegues avec quppatagé
cette formation pour tous les meilleurs et les ire
moments passés ensemble.



Abréviations

DCO : Demande chimique en oxygene
MS : Matiére seche

MF : Matiere fraiche

WRF : White-rot fungi

Ps7 . Pycnoporus sanguineus souche 7
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Introduction



Dans I'Union Européenne et dans plusieurs partiesnibnde, les résidus générés par
l'activité agricole de production primaire et deartsformation sont considérables et
constituent, depuis un certain nombre d’année,&nielsx probleme environnemental. Les
pailles de céréales par exemple, représentaierg kdnion Européenne, il y a quelques
annees, un surplus annuel de 24 millions de toenematiére seche (Zadrazil et Reigneir
1988). En Malaisie, dans une seule plantation itfhde palme, environ 11 tonnes de
tourteaux sont produites par hectare chaque afinbaftage ou la chute de vieux palmiers

produit environ 115,4 kg de résidu sec par piedif\éswary et al., 2006).

En dépit de l'utilisation de ces résidus généréd’agriculture et par I'agro-industrie comme
fertilisants, aliments pour bétails et combustipliésubsiste toujours le probléme de leur
guantité a traiter. Ceci a conduit au développerdestméthodes de conversion énergétique
de ces résidus a travers, notamment, le processheuohéthanisation ou digestion anaérobie
réalisée par les bactéries anaérobies. C'est l@sgiéchets ménagers, agricoles, industriels,
municipaux et presque 100 sortes de déchets sdlidefsuits et de légumes, de feuilles,
d'herbes, en bois, de mauvaises herbes, marimkes etaux douces ont été explorés pour leur

potentiel anaérobie de digestion en méthane (Geteasel997).

Dans la nature, les fibres lignocellulosiques repnéent la majeure partie de la biomasse avec
une production mondiale annuelle estimée a 50arilé de tonnes (Smith et al., 1988). La
biométhanisation, bien que permettant I’hydrolyss grincipales macromolécules organiques
ou des macropolluants présents dans les matricésoenementales et dans les déchets
organiques, ne parvient que tres faiblement as&alihydrolyse des fibres lignocellulosiques
enveloppant les cellules végétales. Ceci a pousémurence un rendement énergétique faible
du processus et la persistance du probleme deusesdlides a éliminer a lissue du
processus. Dans ces conditions, toute utilisagongligestion anaérobie, de résidus agricoles
ayant une teneur élevée en lignine nécessitergitrénaitement préalable capable de les en

débarrasser.

Par ailleurs, de nombreuses études ont démontrédqug types de micro-organismes
interviennent activement, dans la nature, dang¢padiation des fibres ligno-cellulosiques. Il
s’agit des bactéries filamenteuses ou Actinomycétesamment au cours du compostage, et



des champignons dit de pourriture blanche, appamtelau groupe des white-rot fungi
(Agrios, 2005).

L’étude présente a pour objectif d’augmenter lallgestibilité anaérobie de résidus agricoles
en mettant a profit l'activité lignolytique des wdnrot fungi. Il s’agit de développer un

procédé couplant la digestion anaérobie et la darefongique. En pratique, les digestats de
mais, c'est-a-dire les résidus de mais ayant sodidigestion anaérobie préalable, sont

inoculés par du white-rot fungus Pycnoporus sarensrPs7).

L’hypothese du travail est que les digestats atée€sdignocellulosiques renferment encore
une bonne portion des substances fermentescibles feame de fibres lignocellulosiques.
Celles-ci sont cependant inaccessibles aux bastar@eérobies responsables de la bio
méthanisation. C’est ainsi que le traitement de digsestats par les white-rot fungi dotés
d’enzymes lignolytigues devrait fragmenter la ligmi désagreger les fibres et rendre les
polysaccharides pariétaux plus facilement dispesiblux bactéries de la digestion anérobie.

La méthodologie du travail consiste en deux prialep étapes:
- Traitement de digestats de mais par digestion fuegi étude des conditions
permettant le développement du white-rot fungi dassligestats de mais

- Mesure de 'amélioration de biodigestibilité and®eode digestats traites.



PARTIE |I. ETAT DE L'ART



Chap. | Contexte général

La lignocellulose constituant les enveloppes ddhiles végétales est le matériel le plus
abondant qui existe sur la terre, elle comprend B@%oute la biomasse terrestre avec une
production annuelle estimée a 50 milliards de ter{&nith et al., 1988). Environ la moitié de
résidus issus de la production agricole primairelet agro-industries dans le monde est
estimée inutilisée (Smith et al., 1988) Dans cexlitmns, la mise en ceuvre des méthodes de
valorisation de ces résidus lignocelulosiquesiest indispensable pour le cycle du carbone

et pour la bonne gestion de I'environnement.

Ce mémoire est une contribution a la résorptiombléeme posé par la gestion des résidus
agricoles lignocellulosiques a I'échelle de la ferrSubdivisé en deux parties, I'état de I'art et
'expérimentation, cette premiere partie s’articalgour des 4 chapitres suivants :

- Chap.2 Paroi lignocellulosique des plantes. Ceitteaexplique la structure de cette
paroi qui est a l'origine des difficultés rencomiséau cours de sa biodégradation.
Ensuite, il explique les mécanismes mis en jee®iblrganismes qui interviennent au
cours de sa biodégradation.

- Chap.3 Le white-rot fungus Pycnoporus sanguineasslze chapitre est présenté le
Pycnoporus sanguineus qui sera utilisé dans cenitrae recherche. C’est un
champignon appartenant a la classe des basidioesycgii est efficacement utilisé
dans la gestion des résidus riches en lignoce#lulos

- Chap. 4 Utilisation des white-rot fungi dans la mégtion des parois
lignocellulosiques. Ce chapitre donne quelquescp@s sur la technique d’utilisation
des whites rot-fungi dans le traitement de résrdinges en lignocellulose.

- Chap. 5 Apercu sur la digestion anaérobie. Le ptésavail de recherche va coupler
la digestion fongique des résidus lignocellulosgy@eleur digestion anaérobie. Ce
chapitre a pour objectif de donner quelques infeiona utiles a la compréhension du

processus de la digestion anaérobie.



Chap. Il Paroi lignocellulosique des plantes

[l. 1 Introduction

La paroi lignocellulosique constitue la premiergnk de défense des plantes contre les
pathogénes. Tant que celle-ci n’est pas encorelifaes pathogénes n’ont aucune chance de
causer un quelconque dommage a la plante. C'eststineture de défense dont la plante

dispose déja, au cours de son développement avamend’étre attaquée par les agents

pathogene (Agrios, 1997).

La paroi se compose de trois types de polymerasellulose, I'hémicellulose, et la lignine
qui sont fortement entremélées et sont chimiqueragathées par des forces non covalentes
et par des liaisons covalentes. La variabilitéegidurcentage de ces composants sont fonction
des espéces de plantes, de leur age, de I'étdpecassance, et d'autres conditions (Bidlack
et al., 1992).

La cellulose est un polymeére linéaire constitué slmss unités de molécules de cellobioses,
c'est-a-dire par des D-glucose liés entre eux parlidisons osidique$-1,4. Le nombre de
sous unités de cellobiose constituant la cellulosee de 4000 & 5000 en moyenne. La

molécule de cellulose est linéaire (Perez et @D22.

L’hémicellulose est un polymeéere complexe d’hydratiescarbone. Polysaccharide avec un
poids moléculaire plus bas que celui de la celjldsest constitué de D-Xylose, D-mannose,
D-alactose, D-glucose, L-arabinose, des acidesrde@wl-glucuroniques, D-galacturoniques
et D-glucuroniques Les oses sont lies entre eux demr liaisons osidiquesp-1,4 et

occasionnellemeng-1,3 (Perez et al., 2002).

La principale différence avec la cellulose est Houémicellulose comporte des ramifications
avec de courtes chaines latérales constituéedfédesdis oses. Contrairement a la cellulose,
ces polymeres sont facilement hydrolysables. lisforenent pas d’agrégats, méme co-

cristallisés avec des chaines de cellulose.



[I.2 Structure et composition de la lignine

La lignine (avec la cellulose) est le polymeéreligssppbondant dans la nature. Elle est présente
dans les parois cellulaires des plantes, constituan support structural, conférant
limpermeéabilité, la résistance contre les attaguesobiennes et le stress oxydatif. Du point
de vue structural, la lignine est un hétéropolymameorphe, insoluble dans I'eau et sans
activité optique.Elle est constituée par des unités de phenylpepaintes entre elles par
différents types de liensussi bien par des liaisons ether que carbonewarlklle comprend

3 principaux constituants de base : l'alcool p-catique (p-hydroxyphenyl propanol),
'alcool coniferylique (guaiacyl propanol), et l&ol synapylique (syringyl propanol)
(Jeffries, 1994).

Dans les bois tendres, l'alcool conyferylique @spfincipal constituant ; la lignine de bois
dur est constituée des unités d’alcools guaiacgyehgyl tandis que la lignine des herbes est

plutdt constituée des unités de guaiacyl, de sytieggde p-hydroxyphenyl.

La structure de la lignine est donnée par la fig@re

o— |

o
Fig. 2.1 Structure de la lignine des gymnospernmasntrant les différents liens entre les
unités de phenylpropane. La lignine des angiospesnast tres similaire sauf que les unités
de phenylpropane contiennent deux groupes methoxgts position ortho par rapport a

'oxygene (Perez et al., 2004)



I1.3 Biodégradation de la paroi lignocellulosique

Sur le plan biologique, la cellulose peut étre ddge sans beaucoup de difficultés par les
eubactéries, les fungi et les protozoaires, de numed’hémicellulose par les bactéries et les
fungi. La dégradation biologique de la lignine, ause des types de liaisons de ses
constituants, n’est faisable qu’en présence daiosrenzymes oxydatives trouvées chez les
bactéries appelées actinomycétes, notamment as doucompostage, et surtout chez les
champignons appelés white-rot fungi ou champigndaspourriture blanche dont il sera
guestion dans les 2 chapitres suivants (Tuomedh,e2000; Agrios, 2005; Waldner, 1987).

La dégradation biologique de la cellulose, de I'te@ftulose et de la lignine a attiré
I'attention des microbiologistes et des biotechgaks depuis un certain nombre d’année et la
diversité des substrats cellulosiques et hémiasiques a été a la base des difficultés
rencontrées dans les études enzymatiques. Les $ongiles organismes les mieux connus
capables de dégrader ces 3 polymeres. Etant doneéleg substrat est insoluble, la
dégradation fongique aussi bien que bactérienne idtérvenir en dehors de la cellule

(extracellulaire) en contact avec la paroi lignadebkique de la plante.

Les microorganismes possedent deux types de sysédimygmatique extracellulaire : Le
systeme hydrolytique qui produit les hydrolasegestresponsable de la dégradation de la
cellulose et de I'hémicellulose ; et un systemendigtigue oxydatif et extracellulaire, ce

dernier dépolymérise la lignine (Perez et al., 2002

[1.3.1 Biodégradation de la cellulose

La plupart des organismes cellulolytiques appanéah au groupe des Eubactérie et des
Fungi. Cependant il y a aussi quelques protozoaareserobies et les moules de boue

(Physarum leucpohaeum) qui soient capables de digigieacellulose. Dans les déchets riches
en cellulose, les organismes cellulolytiques s@pables de créer des interactions avec les
organismes non cellulolytiques. Ces interactiormuéibsent a une dégradation complete de la
cellulose avec une libération de gaz carboniguedieau en présence de I'air ou la libération

de gaz méthane, carbonique et de I'eau en anaémfB&guin et Aubert 1994).



Les microorganismes capables de dégrader la caflydooduisent plusieurs types d’enzyme,
avec diverses spécificités, agissant ensembles. delislases hydrolysent les liaisons
glucosidiques B-1,4 de la cellulose. Traditionnellement, ces ereyreont divisés en deux
classes : Les endoglucanases et les cellobiohgdmlales endoglucanases (endoft,4-
glucanases, EGs) peuvent hydrolyser les liaisansnmoléculaires (dans les régions amorphes
de la cellulose préférentiellement) ce qui abautite nouvelles terminaisons de la molécule.
Les cellobiohydrolases (exo-1pdglucanases, CBHs) exercent leur activité sur les
terminaisons d’'une chaine de cellulose existanguoues nouvelles chaines formées par les
EGs. Toutes ces enzymes sont capables de dégaacieiulose sous la forme amorphe, sauf
certaines exceptions. Seules les CBHs sont desraszgapables d’hydrolyser la cellulose
sous la forme cristalline. Les CBHs et EGs libedestmolécules de cellobiose. C’est ainsi
gu’une hydrolyse effective de la cellulose requaarssi la présence dgsglucosidases qui
hydrolysent la cellobiose en 2 molécules de glucbss produits de la cellulolyse sont les
sources d'énergie et de carbone pour les organismidolytiques et autres organismes
microscopiques vivant dans le milieu ou elle sedpib Ainsi la libération des sucres
assimilables partant de la cellulose est le pradaipoteur d’interaction existant entre micro et
autres organismes vivant dans ces environnemeessehdoglucanases, exoglucanases et les
B-glucosidases doivent étre stables dans I'envinoreme extracellulaire pour fonctionner
correctement, elles peuvent former un complexetezravec le substrat (Perez et al., 2002).

11.3.2 Biodégradation de I’ hémicellulose

L’hémicellulose est dégradée en sucres monomeres atide acétique. Les hémicellulases
sont généralement classifiées en fonction de tgpesubstrats sur lesquels elles agissent, de
types de liaisons qu’elles hydrolysent et de tygeproduits formés. Le xylane (polymeére de
B-Xylose) est le principal hydrate de carbone téoaans I'hémicellulose. Sa dégradation
compléte requiert I'action concertée d’'une var@gnzymes hydrolytiques. Une importante
distinction doit étre faite entre I'endo-1}4xylanase (EC 3.2.1.8) et la 14xylosidase (EC
3.2.1.37). La premiere génére des oligosacchaédqestir du clivage de xylane tandis que la
seconde produit du xylose a partir des polysaabbsirdu xylane. La dégradation de
I’hémicellulose requiert aussi des enzymes accessdelles que la xylane estérase, les
estérases feruliques et fecoumariques, &-1-arabinofuranosidases, et a-B-O-methyl
glucuronosidases agissant pour I'hydrolyse desnegaet des mannanes (polymere de

mannose de haut poids moléculaire) du dedfries, 1994)



11.3.3 Biodégradation de la lignine par les fungi

La capacité de cataboliser la cellulose et I'hétitmse fait partie du métabolisme primaire

des fungi. Elle se déroule sous une variété deitonsl environnementales avec comme
conséguence que ce catabolisme n'est pas considén@e un facteur limitant dans le cycle

du carbone. La lignine, cependant, est extrémemndeadcitrante, résistante a la dégradation.
Elle est minéralisée dans un processus oxydatibagstrict(Pointing, 2001).

La dégradation naturelle de la lignocellulose asbablement une résultante des activités
métaboliques de divers fungi et bactéries. Les ifaégradant la lignine sont divisés en 3
groupes selon le type de dégradation qu’ils caudentiégradation connue sous le nom de
« pourriture douce » du matériel lignocellulosicpst généralement I'ceuvre du métabolisme
des Ascomycetes. Les agents responsables songagpslsoft-rot fungi. Dans ce type de
dégradation, la cellulose et I'hnémicellulose samplétement dégradées, mais la dégradation
de la lignine est lente et incompléte. La pourdtlnrune, causée par les Basidiomycétes
connue sous le nom de brown-rot fungi, entraine dégradation de la cellulose et de
’hémicellulose tandis que la lignine est faiblemeanodifiée. Le principal effet de ces
organismes sur la lignine est une déméthylationgdespes méthoxyl aromatiques. Ces fungi
sont surtout humiferg&Valdner, 1987).

La dégradation de la lignine, dans la nature, pptéciablement effectuée par les white-rot
fungi, ce sont des Basidiomyceétes. Il semble gsevigte-rot fungi secretent une ou plusieurs
enzymes (ligninases) qui leur permettent de dégiadignine(Agrios, 2005).

La résistance de la lignine a la biodégradationceasidérée comme un facteur limitant le
recyclage du carbone. Parmi les microorganismegsa itelativement peu d’espéce de fungi et
de bactéries qui sont dotées d’enzymes lignolyiquéxydation de la lignine ne rapporte
aucun gain d'énergie nette. Ceci veut dire quighanle n’est pas un substrat du métabolisme
primaire, la lignine est plutoét dégradée duranmietabolisme secondaire de ces organismes.
Ces derniers accomplissent cette dégradation dabsitld’accéder aux polysaccharides du
bois emprisonnés dans les complexes lignine-hydtatearbone. Ceci constitue une source
énergétique pour les organismes ne pouvant y ac@@édmting, 2001).



Les white-rot fungi constituent beaucoup plus usuge physiologique que taxonomique. Ce
groupe comprend ces fungi qui sont capables deadégrintensivement la lignine d’un
substrat lignocellulosique. Le nom de white-rotduprovient de I'aspect que le bois acquiert
lorsqu’il est attaqué par ces champignons. L’élation de la lignine donne une apparence
blanchie a ces bois (Pointing, 2001; Blanchetid.e1988).

Il.4 Systeme lignolytique des white-rot fungi

Les principales réactions catalysées par les enzyigeolytiques peuvent étre resumées en
termes de dépolymérisation, démethoxylation, déoalation, hydroxylation et ouverture

des cycles aromatiques.

Les white-rot fungi sécretent differemment un owspurs types des 3 enzymes
extracellulaires qui sont essentielles pour la adgpion de la lignine, et qui se combinent
avec d’autres mécanismes pour déminéraliser lankgrls sont souvent appelés Enzymes
Modifiant la Lignine ou LME (Lignin Modifying Enzyms). Les 3 enzymes sont . Deux
peroxydases glycosilés contenant des hemes, lmdigreroxydase (LiP, E.C. 1.11.1.14), la
manganese dependante peroxydase (MnP, E.C. 13).&tlune phénol oxydase contenant
du cuivre, le laccase (Lac, E.C. 1.10.3.2). Engmés d’'H202, générée de maniere endogene,
la LiP catalyse lI'oxydation de l'alcool veratryliguun médiateur redox de faible masse
moléculaire généré de maniere endogene. Cet afffmmitue alternativement une oxydation
d'un électron des noyaux aromatiques non phéndigiams la lignine pour produire des
radicaux cationiques aryliques. Ces derniers s@adégt alors non enzymatiquement en
composés aromatiques et aliphatiques qui sont alisés dans la cellule. Les radicaux
géneérés peuvent alors accomplir toute une variétéédctions telles que : I'oxydation de
I'alcool benzylique, la rupture des ponts entreboaes, I'hydroxylation, la dimérisation ou
polymérisation des phénols, et la déméthylationMreé catalyse une oxydation dépendant
de 'H202 du Mn2+ au Mn3+ (comme oxalate de Mn3+ddautres dicarboxylates) et ceci
oxyde les composants phénoliques de la lignind.dcagénere aussi des radicaux a partir des
meédiateurs redox de faible masse moléculaire etatksaux libres d’oxygéne. Le médiateur
redox serait le 3-hydroxyanthranilate dans la lsec@roduite par le white-rot fungus
Pycnoporus cinnabarinus, bien que plusieurs madmteartificiels tels que le 1-
hydroxybenztriazole (HBT) et le 2,2’-azino-bis-(@vgbenzothiazoline-6 acide sulfonique)

(ABTS) sont aussi capables d’agir comme les médliatde la Lac (Pointing, 2001).



La production des LME intervient durant le métamie secondaire et est induit par le faible
niveau des nutriments et plus particulierementadte, du carbone et du soufre. Cependant,
il y a certaines espéces qui sont capables de ipeoiuLiP, la MnP et la Lac sous une

richesse relative en azote (Pointing, 2001).

Le systeme lignolytique des white-rot fungi n'esispspécifique, il peut dégrader une large
gamme de substrat. Parmi les activités accompligareiht la transformation et la

minéralisation in vitro de plusieurs types de patits organiques ayant des structures
similaires a la lignine et qui résistent a la délgieon. A ce propos, plusieurs travaux de
bioremediation utilisant le systeme lignolytiques dehite-rot fungi Pycnoporus sanguineus et

autres ont été entreprisrpvasletet al., 2007).



Chap. 1l Le white-rot fungus Pycnoporus sanguineus

[11.1 Introduction

Le Pycnoporus sanguineus fait partie du groupe cth@snpignons appelé white-rot fungi,
c'est-a-dire, les fungi qui sont capables de gjatta au bois et provoquer sa pourriture
compléte. Jadis identifi€ comme un agent puissattaguant aux bois des plantes mortes et
vivantes (Luna et al., 2004), aujourd’hui il faibbjet de plusieurs études notamment de
valorisation des résidus agricoles riches en ligholoses et d’autres encore (Vikineswary et
al., 2006; Trovaslegt al., 2007).

[11.2 Classification phylogénique de Pycnoporus saguineus

- Regne : Fungi

- Embranchement : Basidiomycota

- Sous-embranchement : Basidiomycotina

- Classe : Basidiomycétes

- Ordre : Aphyllophorales ou Polyporales

- Famille : Polyporaceae

- Genre : Pycnoporus

- Espece Pycnoporus sanguineus (L.) Murrill 1904
- Souche:7

Le genre Pycnoporus comprend 3 espéeces Pyenoporus cinnabarinyssanguineuset
coccineugNobles et al., 1962). Quelques synonyme® dsanguineus : Boletus sanguineus,
Coriolus sanguineus, Fabiosporus sanguineus, M@poogs sanguineus, Trametes sanguinea,

Polystictus sanguineyd he species 2000 et Itis organisation, 2007).
[11.3 Caractéres généraux des Pycnoporus sanguineus
L’espece Pycnoporus sanguineussomme les 2 autres espéces du genre Pycnoporus,

comprend des carcophores colorés de I'orange vibage vif. L’hyménium est formé des

pores a I'intérieur desquels on trouve les basides.



Macroscopique

Les 3 espéces du genre Pycnoporus présentent loratiom trés vive caractéristique. Les
couleurs vont de l'orange a des différentes toéslile rouge, toujours intense. Les
carpophores sont annuelles, parfois revivent.ridéssent sur le bois, ils ont des organes sur
une face, unis au substrat par une zone plus owmsmlarge, ils n'ont pas de stipe. lls
présentent une structure dense, glabre et brikguatis ou fin selon les conditions. lls portent
des granules oranges qui persistent lorsqu’ellé®mnen contact avec 'acide lactique mais

disparaissent rapidement en contact de I'hydroxjgpotassium (Nobles et al., 1962).

Les cultures d®ycnoporus sanguineusontrent des secteurs blancs opaques sur lesaquels s
développent de granules orange vif ou encore fireduit des aires ou du mycélium rose vif
se développe. Les basidiospores semblent courtasges ou ovoides (Nobles al., 1962).

La figure 3.1 donne une representation du P sargsain

Fig. 3.1 Le Pycnoporus sanguineus (The long tercokgical research, 2001)

Microscopique

Chez toutes les especes du genre, il existe datidsgmores elliptiques a cylindracées, lisse et
hyalines. Les dimensions varient de 4-5,2 x 2-2j6rons. Le genre Pycnoporus a une
structure tritimique, c'est-a-dire qu’il présemag types d'hyphes :

- les hyphes génératrices, de 1,5-3 microns de dianssptées et présentant des anses
d’anastomose. Elles constituent le corps du chamopiget sont responsables de la
croissance. Par différentiation, elles sont adjor¢ des autres hyphes.

- Les hyphes squelettiques, de 2,5-6 microns de diapgrésentent une paroi épaisse
et des incrustations d’'une substance rougeéatralgacinnabarinique et d’autres

pigments dérivés). Elles donnent la rigidité abarapignons.



- Les hyphes conjonctives, ramifiés, a paroi épamsisayant un diametre de 1-2
microns. Avec leur structure ramifiée, ils tiennamsemble les hyphes génératifs
(Nobles et al., 1962).

lll. 4 Reproduction

Les champignons du genre Pycnoporus présentergexuglité complexe avec quatre signes
sexuels et trois types de compatibilité. Le progessexuel régulé par deux genes A et B qui

contrélent les différentes étapes de la reproductio

- Le géne A régule 'union de noyaux et la divisiarglléle de ceux-cCi

- Le géne B régule la migration des noyaux et la &irom des anses d’anastomose.

Les génes A et B présentent deux formes alléliq(&k et A2, B1 et B2) ce qui représente
quatre combinaisons possibles : A1B1, A1B2, A2BA2B2. Pour que la fonction régulée
par un géene ne soit pas bloquée lors de l'uniomedéx les individus doivent présenter des

alleles différents pour chacun de deux genes.

[11.5 Distribution écologique et hétes

Tandis que le Pycnoporus cinnabarinus est un cliarapides régions tempérées nord et le
Pycnoporus coccineus des régions tempérés suelydeoporus sanguineus est largement
distribué a travers les régions tropicales et syiitales de 'hémisphére nord et sud. Trouvé
en Guinées Conakry et équatoriale, Kenya, ArgentBrésil, les lles Vierges, Tanzanie,

Afriqgue du sud, inde, nouvelle guinée, Malaisie,stalie. Fréguemment champignon

saprophyte, c'est-a-dire exploitant la matiere migyage morte ou en décomposition, se nourrit
du bois mort de feuillus mais accasionnellementectd sur les coniferes. C’est un agent de
la pourriture blanche, il dégrade la matiere orgaeidu bois mort en laissant seulement la
composante cellulosique, qui est blanche, des adbreuilles caduques. Banerjee (1957) a
obtenu une infection des branches saineshdeea robustgar des inoculations au champ et a
suggéré que les champignons pouvaient attaquerhess vivants. C’est un champignon des

régions tropicales et subtropicales d’Asie, d’Amgéad, d’Afrique et de I'Océanie.



l11.6 Systeme lignolytique dePs7, sonmportance économique et écologique

Le Pycnoporus sanguineusst un champignon de pourriture blanche commealdgses
champignons du genre Pycnoporus. En ce qui concsome systeme lignolytique, le
Pycnoporus sanguineg&crete uniquement les laccases comme enzymesidagla lignine.
Les laccases peuvent dépolymériser la lignine des pdign®cellulosiques des résidus
agricoles et en faciliter I'hydrolyse des polysaaities des parois cellulaires. Elles peuvent
étre utilisées pour délignifier les pulpes en bag®r conséquent, les laccases sont
potentiellement applicables pour le blanchissengenpulpe notamment en papeterie. Elles
ont aussi la capacité de détoxiquer des polluamésgiques et sont donc utilisables dans la

bioremediation des sites pollu@sovasletet al., 2007).



Chap. IV Utilisation des White Rot Fungi (WRF) dars la dégradation des parois

lignocellulosiques

V.1 Introduction

Les sous-produits de I'agriculture sont des résidaokes en hydrates de carbone. lls
constituent donc une source potentielle de noueritnergétique pour les herbivores, une
matiere premiére pour la production des biocarligran ils peuvent étre utilisés comme

fertilisants organiques. Cependant leur valeuritivgs leur potentiel énergétique et fertilisant

sont limités par la dégradation lente et difficde leurs polysaccharides. Toute forme de
dégradation de ces sous-produits est fortementéénpar la présence de la lignine, un
constituant important de leurs enveloppes. La tignempéche les enzymes hydrolytiques
d’accéder a la cellulose et a I'hnémicellulose afenles dégrader. Il a été démontré que la
digestibilité de la paroi cellulosique est inverseincorrélée a la teneur en lignine (Agosin et
al., 1988).

Vu limportance quantitative de ces sous-produitgicales, beaucoup de travaux de
recherches ont été entrepris pour les rendre phefiefnent biodégradable. Parmi les
traitements proposés pour augmenter la biodégridaties déchets lignocellulosiques, la
digestion fongique de ces derniers est une voieotfte des perspectives tres intéressantes.
Plusieurs recherches ont confirmé la capacité desmpignons dits de pourriture blanche ou
white-rot fungi d’hydrolyser la lignine des paillde céréales et, ainsi, de rendre leur cellulose
et hémicellulose plus susceptibles a une sacctetidn enzymatique (Hattaka, 1983).
D’autres recherches ont été relatives a la cormerdi bois en aliments pour herbivores. Les
pailles de céréales ont été utilisées avec suaméssl@ culture des champignons comestibles
(Zadrazil, 1988).

IV.2 Mise en ceuvre de la culture des white-rot funigsur un substrat lignocellulosique

La culture des white rot fungi sur un substrat lighlesique, en vue d’augmenter sa
biodigestibilité ou de faciliter son hydrolyse enmtique, peut se faire en milieu solide, c’est
ce qui est appelé Solid State Fermentation (SSEnoconditions immergées (LSF). Le SSF
possede quelques avantages sur le LSF, a sawofaible exigence du process au point de

vue du volume du réacteur de la fermentation, laldase du colt de l'opération et la



possibilité de traitement en conditions non sterilees inconvénients sont les difficultés de
contréler l'opération, la faiblesse de la convamsiet les techniques de manutention
encombrantes/eiland, 1988).

Le bon déroulement de SSF requiert un certain nenthéléments dont un éventuel
prétraitement du substrat lignocellulosique, leixtet le criblage des especes de white rot
fungi plus appropriés pour la délignification désir Il est aussi important de comprendre le
processus enzymatique responsable de la dégradigida lignine \eiland, 1988; Eder,
1988)

Le SSF est une méthode attractive pour le traittmbiologigue des déchets
lignocellulosiques, pour améliorer leur digestiBilou faciliter leur hydrolyse enzymatique.
Les principaux facteurs limitants cette méthodet d@pprovisionnement du milieu en
oxygene, I'élimination du gaz carbonique formé,ddgcultés de contrdle de 'humidité et de
la températurell existe des white-rot fungi mésophiles avemptimum de température entre
20 et 30°C. Le pH du substrat peut aussi étre aredia limitant. La littérature rapporte que
les white-rot fungi se développent dans une laegarge de pH mais les pH les plus optimaux
sont acides, entre 5 et 6. Toutefois, un pH unples élevé n'empéche pas la croissance des
white-rot fungus.\(Veiland, 1988; Tuomela et al., 2000; Zadrazil, 988

IV.3 Schéma général de traitement d’'un matériel ligocellulosique par du white-rot

fungi

La mise en ceuvre d’'une opération d’'inoculation dubstrat lignocellulosique par les white-
rot fungi a I'état solide requiert un minimum denddion pour réussir. Au point 1V.2, la
plupart de conditions de travail et de I'environmgnauxquels ce travail est sensible ont été
évoqués. Pour résumer cette opération, Weiland8j188nne un schéma synthétique du

traitement d’'un matériel lignocellulosique par dhite-rot fungus (figure 4.1).

En premier lieu, le substrat solide doit étre hamhé&écoupé dans le but d’augmenter le ratio
surface sur volume. Cela permettra de manipules fdgilement le substrat et d’avoir les
meilleures conditions d’'une attaque microbiennepedeant, il faudra éviter d’avoir des
particules de substrats dont la taille est inféeeul mm car les petites particules réduisent la

porosité du substrat. Avant la stérilisation dussidi, I'eau doit lui étre ajoutée jusqu’a



I'obtention de I'humidité désirée, celle-ci estastselle pour la croissance du white-rot fungi
apres son inoculation. D’habitude la stérilisatganfait & 100° C pendant 3h00 ou a 120° C
pendant 30 minutes. Aprés la stérilisation, le sabsolide doit étre inoculé soit avec des
spores soit avec le mycélium du white-rot fungéqres le début de la croissance fongique,
le contrble des facteurs environnementaux (teneuruenidité du substrat, la température et
le pH) est nécessaire et constitue I'un de pluicdéds taches a accomplir au cours du Solid
State Fermentation. Trés souvent, 'opération dau@ides white-rot fungi sur un substrat
solide se réalise dans des batches. Ceci estalGadnce de bons détecteurs et a la difficulté

lie a la manipulation de grandes quantités detatbset d’inoculum.

Substrats ligno-cellulosiques

l

Hachage, découpag

11%

Eau —_—
(Humidité requise)

Stérilisation (120°C/30Min.)

Inoculum EE— l
(Melange)
02, CO2, H20 ——» | Fermentation —  Gazsortant

l

Substrat fermenté

l

Produit final

Fig 4.1 Schéma général de traitement d’'un nmaé lignocellulosique par du WRF
(Weiland, 1988)



Chap. V Apercu sur la digestion anaérobie

V. 1 Définitions

La digestion anaérobie peut étre définie commerongssus de conversion biologique sans
un accepteur d’électron extérieur comme I'oxygeaesdun processus aerobie ou le nitrate ou
sulfate dans un processus anoxique. Dans un precesserobie, le carbone organique est
converti par oxydations et réductions successiees son état le plus oxydé c'est-a-dire le gaz
carbonique et vers son état le plus réduit c'aeiteale méthane Angelidaki et Sanders,
2004).

Le terme biogaz désigne le mélange gazeux finah girocessus de digestion anaérobie
(biométhanisation). Le biogaz est constitué degpaux gaz produits au cours du processus,
ces gaz sont le gaz carbonique et le méthane.dgabicomprend aussi tous les autres gaz
secondaires produits (moins de 1% du volume depgaduit) et constitués de l'azote, les
oxydes d'azotes, I'hydrogene, I'ammoniaque, le welfd’hydrogene et autres composés
volatiles. Une substance est dite biodégradabédlesipeut étre décomposée par I'action des
microorganismes. Les microorganismes utilisentecsttbstance comme source d’énergie et
de carbone. En digestion anaérobie, la substanteépe minéralisé, c'est-a-dire convertie,
en plus d’'une nouvelle biomasse, en produits cabdnaux qui sont le gaz carbonique et le
meéthane Angelidaki et Sanders, 20p4

La production de méthane (GHest le résultat d’'une activité microbienne complgui se
divise en quatre étapes principales: I'hydroly$acidogenése, l'acétogenése et la

meéthanogenese (Figure 5.1).

L’hydrolyse est cette premiere étape qui permetctaversion des macromolécules,
constituant la matiére organique, en plus petitedéonles solubles. Cette étape est
généralement considérée comme l'étape limitantilesse de la digestion anaérobie de
substrats solides et macromoléculaires. C’est darmut d’augmenter cette vitesse que la
plupart des prétraitements sont utilisés, afin diblyser et de solubiliser partiellement, voire

compléetement, les substrats.

L’acidogenese permet de fermenter ces acides amiegssucres, ces acides gras, etc. en

acides de faibles poids moléculaires (acide laeticacides gras volatils tels que acétate,



propionate, butyrate...) ainsi qu’en alcools tel Hatol. Du bicarbonate (HCO3-) et de
'hydrogéne sont également générés. Pour obtersr preduits, les substrats organiques

servent aussi bien de donneurs que d’accepteuescti@Ens.

L’acétogenese va fermenter certains produits iseubétape précédente, comme les acides
gras volatils et les alcools, en H2, CO2 et acétagesont en effet ces trois produits qui sont
les précurseurs de la formation du méthane. C'ast ctette étape qu'interviennent des
bactéries réductrices acétogénes et des bactélfesogéductrices. En présence de soufre
(présent dans certain acides aminés), de I'hydmegeifuré (H2S) est aussi généré. Il faut
toutefois remarquer que la transformation du pnogie et du butyrate en acétate et
hydrogene ne peut étre réalisée que si la contemtran hydrogéne dans le systeme reste

faible (PH2 < 10-4 atm).

La méthanogenése est la derniere phase au courlagdelle l'acétate (CH3COO-),
'hydrogene et le bicarbonate sont convertis en haré par des microorganismes

meéthanogenes. Les réactions sont les suivantes :

Décarboxylation de I'acide acétique :
CH,COOH+H,0 —~ CH, +H,CO,

Réduction du C©:
CO, +4H, - CH, +2H,0

Deux groupes de microorganismes (archébactériad) isgpligués dans ces réactions de
production de méthane. Le premier groupe, appel&tiamogénes acétoclastes”, est
responsable de la décarboxylation de I'acide agétij est responsable d’environ 72% de la
production de méthane. Le second groupe, appeléhamégenes hydrogenotrophes" utilise
’hydrogene comme donneur d’électrons et le dioxydke carbone comme accepteur
d’électrons afin de produire du méthane. Il faut ga second groupe utilise assez rapidement
’hydrogene mis a disposition par les bactériestag@nes afin de ne pas inhiber la

dégradation des acides gras volatils.



Lipides, polysaccharides, protéines, acides ngos

\ 4

Acides gras, monosaccharides, acides amings,| Composeés
purines et pyrimidines aromatiques simples
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Produits de fermentation : /
Propionate, butyrate, succinates

lactate, éthanol, etc.

A 4 A 4
Substrats de la méthanogeneése :
Hydrogéne, dioxyde de carbone,
acétate

Biogaz :
Méthane + dioxyde de carbone

Figure 5.1 : Schéma de la digestion anaérobie (soair Tchobanoglous , 2003)

V. 2 Sources potentielles de méthane

Une large masse de biomasse est utilisable entidigemaérobie comme source de méthane
(Gunaseelan, 1997)

- La fraction organique des déchets municipaux sslide

- les boues d’épuration et effluents industriels,

- les déchets solides des fruits et Iégumes et feuitbes,

- les herbes (graminées),

- la biomasse aquatique.



V.3 Principaux facteurs dont dépend la digestion aaeérobie

Il existe plusieurs facteurs physiques, chimigquasysiologiques de l'environnement qui
influent sur la biodégradation des composés orgesiqCes facteurs sont la disponibilité des
composes, la disponibilité des donneurs et acceptéélectrons, la concentration d’oxygene,
la température, le pH, I'humidité, la salinité,.@@armi ces différents facteurs, la température
est la plus importante pour le contréle du taux rdétabolisme microbien dans les
environnements anaérobies. La digestion anaérobig ptre effectuée sous 3 gammes
différentes de températuredngelidaki et Sanders, 2004)

- Digestion psychrophile : basse température (de 25 @),
- digestion mésophile : température moyenne (deZ8% @),

- digestion thermophile : température élevée (de 60°F).

Aux températures élevées, la décomposition etddymtion de gaz sont plus rapides, mais le
processus est également plus sensible aux perambatomme la variabilité des substrats et
de la température. La digestion thermophile perome¢ destruction plus complete des

organismes pathogénes que la digestion a bassgyehne température.

V.4 Méthodes de détermination de la biodigestibilé& anaérobie

Les essais sur la biodégradabilité anaérobie smséshsur la mesure soit de la formation d’'un
ou de plusieurs produits issus du métabolisme &messtigation soit sur la mesure de
'épuisement du substrat. Les méthodes baséesasiarmation des produits analysent le
produit final (biogaz) ou les intermédiaires telseges acides gras volatils. La plupart de
méthodes sont basées sur I'analyse de la produttidniogaz. Celle-ci est mesurée soit sur le
principe de l'augmentation du volume sous une prassonstante (méthode volumétrique),
soit sous celui de l'augmentation de la pressionssun volume constant (méthode
manometrique), soit par la détermination de la f&irom du méthane par chromatographie
gazeuse

Dans les méthodes basées sur I'épuisement du atid&puisement du substrat peut étre
déterminé soit par un parametre guide (solidestil@da demande chimique en oxygéne,
carbone organique dissous, etc.) soit par une smalyrecte du composé utilisé comme

substrat.



V.5 Dispositif expérimental de mesure de biodigedtilité

Il existe deux méthodes de mesure de biodigastilzihaérobie des substrats communément
décrites par la littérature, il s’agit de la mesenebatch (Veekens et Hamelers, 1999) et de la
mesure en continu (Miron et al, 2000). Le prinajjgela méthode en batch est le suivant : le
substrat dont la biodégradabilité va étre mesureesbé dans des fioles ou flacons fermés a
une certaine température avec une certaine quatitité inoculum méthanogene. Apres

lincubation, le degré de dégradation du subsstéealué a des intervalles de temps réeguliers
programmeés a l'avance afin de déterminer le tauta deodégradation ou de I'hydrolyse. Des

contrbles dans lesquels sont incubés uniquementclilum méthanogéne sont ajoutés dans le
test afin de déterminer la quantité de biogaz ptedaar la matiére organique contenue dans

I'inoculum.

Le principe de la méthode continue est le suivdmtsubstrat dont la biodégradabilité va étre
mesurée est incubé dans des réacteurs en tank sgeemuépermanence. Ces réacteurs
travaillent & une température spécifique et a degps$ de rétention hydrauliques variés. Les

analyses sont faites sur I'effluent dés le momeries conditions stables sont établies.

La méthode d’évaluation de la biodégradabilité ulesgrat qui sera appliquée dans le cadre de
ce mémoire est celle en batch. La méthode en eoesh plus laborieuse a mettre en ceuvre

gue les expériences en batch.



PARTIE Il. EXPERIMENTATION



Chap. VI Objectif du mémoire et démarche expérimetale

L'objectif de cette étude a été d’augmenter la igiestibilité anaérobie de résidus agricoles
en mettant a profit I'activité lignolytique des wdirot fungi.

En pratique, les échantillons de digestats dispevenant d’une biométhanisation préalable
ont été inoculés avec le white-rot fungagcnoporus sanguineus (Psa&fin d’obtenir une

hydrolyse des fibres lignocellulosiques. Une schéation globale du procédé a étudier est

donnée par la figure 6.1: le couplage d’'un réaca@aerobie avec un réacteur fongique.

Biogaz (CO,, CHy)

Digestats

A 4

Résidus agricoles 7y Résidu

v

A

—

Figure 6.1 Couplage d’'un réacteanaérobie avec un réacteur fongique



Mais

Aprés le traitement de digestats par le Ps7, lafisstion de I'amélioration de la

biodigestibilité a été faite dans un réacteur baithérobie. Dans ce dernier, la production de

biogaz a été déterminée par la mesure de la pres&oveloppée. Le principe du test de

biodigestibilité est développé au point chapitre pdint 6.4.

La premiéere étape de I'expérimentation a donc stéstn une inoculation de digestats de

mais, contenus dans des réacteurs de digestiomfegavec du Ps7. L'inoculation a été

suivie d'une période d’'incubation d’'un mois. Aunter de I'incubation, les digestats traités

par le Ps7 ont été soumis a un test de biodigkstilsinaérobie, dans les réacteurs batch

anaérobies. Le procéde expérimental est schéntkisé maniére pratique par la figure 6.2.

Ferme

» Digesteur

] Bioaaz
B /
Diaestats d o
- RésidL
Mais
Batch Réacteur batch anaérobie

Figure 6.2 Schématisation drocessus expérimental



Chap. VII Matériel et méthodes

VII.1 Matériel biologique

VII.1.1 White-rot fungi

Le white-rot fungi utilisé dans ce travail de reae était lePycnoporus sanguineus (Ps7)
C’est une biomasse fongique produite par la firmee¥ands Engineering. Elle se présente
sous forme de globules brunatres, contenus darfiaa®s de 60 ml en polyéthylénes. Les
flacons ont été d’abord surgelés a -80°C et, emsaihservés a -20°C dans un congélateur au
laboratoire. 24h avant l'utilisation du white-rotingus, les flacons ont été retirés du

congélateur et conservés dans un réfrigérateuCa 4°

Le Ps7 a été conservé par Whetlands dans un mitietricier, c’est dans ce milieu qu'il a été
fourni pour les analyses. La concentration de niyo€ektait de 1,02g/mL. Avant I'utilisation,
le mycélium a été retiré du réfrigérateur et honm&gee par une agitation manuelle

vigoureuse. La teneur en matiere seche de mycélpres homogénéisation a été de 6,45%.

VII.1.2 Digestats de mais

Les digestats de mais utilisés dans ce travailegberche ont été récoltés dans le post-
digesteur de la ferme de I'Hosté & Wavre. lIs Btaseus la forme d’'un mélange hétérogene
constitué d’'une fraction solide et d’'une fractiaquide. lls ont été récoltés dans un flt en
polyéthyléne de 30 litres. Afin de séparer la i@atsolide de la fraction liquide des digestats,
ils ont été égouttés sur un tamis dont les matlsces ont 1 centimétre de coté pendant 24h
Les digestats égouttés ont été conservés dansaunesepolyéthyléne de 5 litres a 4°C dans

un réfrigérateur.



VII.1.3 Boues d'épuration (substrat pour l'inoculuranaérobie)

Boue aérobie

Les détails sur l'origine et le role de cette beart donnés au point VII.4.1.1.

Boue anaérobie
Les détails sur cette boue sont donnés au poird XYIL.

VIl.2 Méthodes analytiques

VII.2.1 Demande chimique en oxygéene

La demande chimique en oxygene (DCO) représentguémtité d’oxydant, exprimée en
égquivalent oxygene, nécessaire pour oxyder par ehiemique les matieres réductrices
présentes dans un échantillon. Cette grandeur téisie pour déterminer la quantité de

matiere organique d’'un échantillon. Elle est exjgenen milligrammes d’oxygene.

Les mesures ont été réalisées grace a un kit Mepactroquant n°14555 (gamme 500 —
10.000 mg O2/L).

Le principe de la méthode est I'oxydation de I'édiibon avec une solution chaude (148°C)
de dichromate de potassium, d’acide sulfuriqueeesulfate d’argent. Le dosage s’effectue
par une mesure photométrique de la concentratiaorenCr3+ de couleur verte résultant de

la réaction d’oxydation.

1 mL déchantillon a été introduit dans un tube teoant les réactifs. Les échantillons
analysés dans le cadre de ces expériences ayatG@esupérieure a 10.000 mg O2/L, des
dilutions ont été réalisées. Aprés une agitatigowreuse, les tubes ont été chauffés a 148°C
durant 2 heures dans un thermoréacteur de type ORBCerck, puis refroidis jusqu’a
température ambiante. Une lecture était alorss&ala 593 nm dans un photométre de type
SQ200 Merck.



VIl.2.2 Matiere seche

La détermination de la masse seche des échantillerdigestats et du white-rot fungs7
permet d’exprimer les résultats par rapport a umagtillon exempt d’humidité résiduelle

(Buess-Hermann et al., 1997).

Les échantillons de 3g ont été pesés. lls ont engté étuvés a 105°C pendant 24h jusqu’'a
poids constant. Le refroidissement des échantillor&té effectué dans le dessicateur a la

sortie de I'étuve. Les échantillons secs refroais été peses.

La teneur en matiére séche de chaque échantiltabesnue par la relation :

%M .S. = IF;—inOO

Avec P1 la masse de I'échantillon avant égouttage
- P2 la masse de I'échantillon sec

VII.3. Traitement de digestats de mais
VII.3.1 Prétraitements physicochimiques de digestde mais

Pour favoriser la croissance et I'exercice de Retet lignolytique du white-rot fungu®s?,
les digestats de mais utilisés dans I'expérimeantatont subi quelques traitements
physicochimiques en vue d’en connaitre les caratitires et dans la mesure du possible de

les modifier afin d’approcher les conditions quiasent favorables au Ps7.
VI1.3.1.1 Autoclavage de digestats

L’autoclavage de digestats permet l'inoculationcenditions stériles. L’avantage est que le
white-rot fungi inoculé n’est pas soumis a une cétitipn microbienne pouvant entraver son
meétabolisme lignolytique. L'opération consiste euxl autoclavages séparés par une période

de repos.



Les portions de 30g d’échantillon de digestats &geude masse séche connue, ont été pesées
dans des ballons tarés. Les ballons (digesteuobias) ont été fermés avec des bouchons en
coton, ces derniers ont été protéges avec du papietinium (pour éviter les entrées et
sorties d’eau). Les échantillons de digestats tnaeétoclavés a 120°C pendant 20 minutes. A
la fin de l'opération, l'autoclave a été mainterernfié jusqu'a son refroidissement a la
température ambiante. Les digestats ayant refeoidimpérature ambiante dans 'autoclave
ont été gardés en repos pendant 8h. Les digesthété autoclavés une seconde fois a 120°C
pendant 20 minutes. Les digestats ont été gardésl@atoclave jusqu’a leur refroidissement

a température ambiante. La masse séche de digastatsavés a été déterminée.

VII.3.1.2 Lavage de digestats

La délignification relevant d’'un métabolisme secainel des WRHPointing, 200}, elle
intervient lorsque le milieu dans lequel se dévedoes organismes lignolytiques est
relativement pauvre en nutriments essentiels et particulierement en azote. Cette
opération, consistant a diluer successivementis3oio plus, les digestats dans un poids d’eau
déminéralisée triple ou plus par rapport a leurdpoentraine un lessivage de principaux
éléments nutritifs diffusibles a travers les pama@bulaires des débris de digestats de mais.

200g de digestat ont été pesés dans un erlenndey@000 mL. Ensuite, 600 mL d'eau

déminéralisée ont été ajoutées dans le digestat. ppaes mélange a été homogénéisé et
maintenu au repos pendant 15 minutes. La fraciipmde a été éliminée par drainage pendant
5 minutes sur tamis de mailles de 1 millimetre.démtion de lavage a été reprise 2 fois de

plus.

VII.3.1.3 Réglage de I'humidité de digestats lavés

Des digestats ont été ajustés a différents tauxndithité en vue de I'observation ultérieure de

la croissance et du développement du white-rotdartans différentes conditions d’humidité.

Les digestats lavés ont été égouttés jusqu’a 9.d8%¥masse seche par drainage sur le tamis
utilisé au cours du lavage pendant 1h00. Une pdetiees digestats a été séchée a l'air jusqu'a

atteindre 19,45% de masse seche par expositidéas €td’air dans un récipient, a 35°C dans



une chambre chaude pendant 12h. Le contréle delliten de la masse seche a été realisé
par étuvage et pesage. Un échantillon de digestats lavé a été séché tel que décrit

précédemment pour servir de référence.

VI1.3.1.4 Détermination du pH de digestats

Chaque organisme vivant possede une valeur minjnoglgmale et maximale de pH de
croissance gqu’il importe de connaitre en vue diaile croitre. La détermination du pH du
substrat est importante pour déterminer si celwecrespond a l'intervalle de croissance de
'organisme désiré. Le pH de digestats destinémaclulation du white-rot fungus Ps7 a été

déterminé a l'aide d’'une électrode.

5g de digestats ont été dispersés dans 100 melilid’eau déminéralisée. Le mélange a été
agité pendant 15 minutes a l'aide d’'un agitateugmétique. Il a ensuite été laissé au repos
pendant 20 minutes. Le pH de digestats a été mesupfongeant I'électrode dans le liquide

surnageant.

VII.3.1.5 Acidification de digestats

Les white-rot fungi dont le Ps7 croissent dans lange gamme de pH. La plage de pH se
situerait entre 4 et 7,5; avec la valeur optimalex@tabolisme lignolytique autour de pH 5,5
(Weiland, 1988; Tuomela et al., 2000; Zadrazil, )98&ns le but de vérifier I'effet du pH du
digestat sur la croissance et l'activité lignolyiggde Ps7 afin de retenir le pH optimal,
guelques échantillons de digestat ont subi unefmation a 3 différents pH (4, 5, 6) par
I'acide phosphorique 0,2 M. selon la procédure iteci-dessous. Aux échantillons acidifiés

ont été joints les échantillons non acidifiés (ptd,B) pour servir de référence.

Un échantillon de digestat a été pesé dans un Bétleensuite été trempé dans un volume
d’eau déminéralisée ayant le triple de son poids.suspension de digestat dans I'eau
déminéralisé contenu dans le Bécher a été titréBgueade phosphorique 0,2 molaire contenu

dans une burette jusqu’au pH désiré.



VI1.3.1.6 Acidification de digestats lavés

Lés digestats ont été lavés selon la méthode déautpoint VII.3.1.2. lIs ont ensuite été

acidifiés selon la méthode décrite au point VII.B.1

VII.3.1.7 Acidification digestats non lavés

Les digestats, sans étre lavés, ont été directeaunatifies selon la méthode décrite au point
VIIL.3.1.5.

VII.3.2 Traitement de digestats de mais avec letednot fungus Ps7

Le principe de ce traitement a été d’incuber Igestiats de mais inoculés avec white-rot fungi
Ps7 dans un réacteur de digestion fongique, une HEuteCHOTT Duran a col large de
250mL fermé avec un bouchon de coton, pendant us a@5°C. L'inoculation de digestats
de mais avec IBs7a été effectuée d’abord, dans une premiere exmérjen conditions non
stériles et ensuite, en conditions stériles. Pentimcubation, des observations visuelles
guotidiennes des substrats incubés ont été effextués modifications des caractéristiques
macroscopiques de substrats ont été notées. A ldefil'incubation, les substrats ont été
peseés, leurs masses seches ont été déterminéageFles substrats ont été soumis a un test

de biodigestibilité anaérobie.

VII.3.2.1 Inoculation de digestats de mais aveaevhgte-rot fungus Ps7 en conditions non

stériles.

30g de digestats ont été introduits dans le réadeuigestion fongique. Le white-rot fungus
Ps7a été introduit par pipetage d'une suspensionedetite-rot fungus. Le volume pipeté
visait & apporter, en masse seche, 10% de mycelanmapport a la masse seche de digestat.
La détermination de la quantité exacteR$F a été effectuée par la mesure des masses seches
respectives et par la détermination de la masseniqle du white-rot fungus. L'introduction

de la quantité requise de white-rot fungus a été far une pipette.

Deux contréles ont été joints au traitement dédrilessus. Le premier contrdle était un

réacteur contenant les digestats dans lesquely & pas eu de white-rot fungus. Dans le



second contrdle, du white-rot fungus autoclavé uxdeprises a 120°C pendant 20 minutes a
été introduit dans les mémes quantites.

VII.3.2.2 Inoculation de digestats de mais aveshée-rot fungus Ps7 en conditions stériles.

Les digestats lavés et/ou acidifiés et autoclame®t inoculés avec dRs7sous hotte stérile.
L’inoculation s’est effectuée de la méme manier&mconditions non stériles, c'est-a-dire
par pipetage de la suspension de white-rot fungusneniére a apporter une quantité de
mycélium correspondant a 10% en masse seche dstatige

La figure 7.1 donne une illustration du dispositipérimental mis en place pour inoculer les
digestats de niga par duPs7.

Contrdles
WRF autoclavé
(121°C, 20 min)
Ps7(0,1%,1%,10% M.S Mémes proportions

Parametres expérimentaux
% de WRF (0; 0,1; 1; 10)
Température (25; 35°C)
pH substrat (4;5;6;7)
Durée incubation (21-45J)
Stérilisation ou non du
diaesta

30a dioestats (12%M.¢

Figure 7.1 lllustration du dispositif expérimentatle digestats inoculés par le Ps7 en
milieu solide



VII.4 Test de biodigestibilité anaérobie

La méthode de mesure d’amélioration de la biodigiist de digestats a été basée sur la
comparaison des évolutions de vitesse de produdiiobiogaz due a la digestion anaérobie
de digestats traités avec celle relative a desstiiggenon traités. Les digestats de mais traités
ou non (substrat) ont été incubés dans un réabtan a 35°C sous agitation orbitale avec un
inoculum méthanogéne. La vitesse de dégradaticsubistrat a été évaluée par la vitesse de
production de biogaz dans le réacteur pendant fiad® d’incubation. L’incubation a été
poursuivie jusqu’'a ce que toutes les matieres memdiacilement digestibles par les
traitements aient été entierement digérées daadeeur batch.

Le protocole de mesure est décrit par le prenoertple ce titre : tout d’abord, la préparation
de linoculum méthanogéne ; ensuite, la préparatlansubstrat, et enfin, I'incubation du

substrat avec l'inoculum dans le réacteur batch enesure du biogaz produit. Le traitement
des données est exposé par le second point. Wseallion du dispositif expérimental mis en
place pour le test de biodigestibilité est donreelafigure 7.2

Figure 7.2 Dispositif expérimental du test de bigdstibilité



VII.4.1 Protocole d’analyse de biodigestibilité

VII.4.1.1 Préparation de I'inoculum méthanogene

L’inoculum méthanogéne a été obtenu par I'inculmattune boue activée avec un inoculum
anaérobie primaire pendant 7 jours a 35°C soustamitorbitale (120 rpm). L'incubation a
été réalisée directement dans le réacteur batch ldgoel a été effectué le test de mesure de
biodigestibilité, c’est-a-dire dans une bouteill@FBDTT Duran a col large de 250mL fermé
par une téte manométrique du type « OxiTop Comtidirme WTW) et équipée d’une sortie

latérale fermée par un bouchon en caoutchouc.

La boue aérobie fraiche a été récoltée a la stafi@ouration de Basse Wavre, a la vis de
recirculation aprés le second clarificateur. Elété concentrée par décantation durant une
journée a 4°C a l'obscurité et élimination du sgesnt. La boue a été utilisée dans les trois

jours.

L’inoculum primaire anaérobie a été produit au labaire dans un réacteur semi-continu
maintenu a 35°C et alimenté tous les 7 jours pgout de 10% en volume de boue aérobie
concentrée tel que décrit ci-dessus. Le volumeaid été stocké a I'obscurité a 4°C et a été

utilisé dans les 7 jours comme inoculum primairarges expeériences.

La boue activée a été mélangée a 'inoculum prienaimaérobie dans un rapport deckhoue
actived LODCO inoculum anaérobie primaird-@ valeur totale de la DCO de la ligueur mixteeniie au
début de lincubation a été fixée a 12 g/L et sofume a été de 100mL. Le rapport des
guantités de boue activée et inoculum anaérobimgme a été optimisé sur base d'une
minimisation de la DCO facilement digestible encprésente aprés 7 jours d'incubation, tout
en maximisant l'activité de l'inoculum et sa cafgaai métaboliser rapidement (sans phase de

latence) des nouveaux substrats aprés 7 joursidation.

Les 7 jours d'incubation dans le réacteur batchsenti a amplifier I'inoculum primaire et a
épuiser les substrats facilement digestibles ptésdans la boue. Durant cette période
d’incubation, des mesures de pressions ont étésprisgulierement afin de vérifier qu'il y

avait bien production de gaz et que les conditeoregrobies ont été atteintes.



La pression dans les réacteurs a été relachée lamtrotiuction du substrat dans celui-ci afin

de permettre le dégazage en CO2. Ce dégazageéakté pendant une heure et demie.

VI1.4.1.2 Préparation du substrat

Le substrat était constitué par les digestats ds digérés par le white-rot funBiycnoporus

sanguineusouche 7Rs?7 pendant 3 semaines a 1 mois.

VI1.4.1.3 Incubation du substrat et mesure de ladoiction du biogaz

Le substrat a tester a été introduit dans le r@adtatch contenant I'inoculum méthanogéne
préparé selon le protocole décrit ci-dessus. kede biodigestibilité a alors démarré. Les
mesures de pression ont été prises a intervaltpdieés jusqu’a ce que toutes les matieres
facilement assimilables aient été digérées, c'afitaajusqu’a ce que la vitesse de production

de biogaz du substrat traité ait été égale a dell&moin, le digestat non traité.

Le volume total de la liqueur mixte contenue damséacteur (dont le volume utile est de
308mL) a été fixée a 180mL pour permettre une prtioni journaliere de gaz inférieure a la
saturation du manomeétre (350 hPa). La quantitéubtistsat ajoutée a été de ¥4 du contenu en
inoculum dans le digesteur, soit de 80 mL. Ce ve@arété atteint en introduisant la quantité
de substrat a tester (environ 35 mL) et en compiétaec de I'eau déminéralisée (environ 45
mL). La pression a été relachée chaque fois quesséae afin de ne pas saturer le

manometre.

Afin de soustraire la production de gaz directentiéeta I'inoculum méthanogene, un test de
biodigestibilité de I'inoculum méthanogéne a étdlis€ dans les mémes conditions avec de
I'eau déminéralisée (80 mL) a la place du subtdsaé.

VII.4.2 Traitement des données

VII.4.2.1 Transformation des pressions en mesuedsiatigestibilité

A la fin des sept ou vingt jours de mesure selandas, les données de pression ont été

récupérées grace au contréleur infrarouge et &edess sur un PC avec le programme "Achat



OC" fourni avec le systeme OxiTop. Les mesuresrdesion ont tout d’abord été traitées afin
de corriger les dépressurisations causées parditure des réacteurs, ce qui a permis
d’'obtenir une continuité dans les courbes. Ensuitdles ont été transformées
mathématiquement en volume de gaz produit en dondiiormale (pression atmosphérique
et Température de 20°C) par masse seche de diggslae a leur traitement sous "MS

Excel".

VI1.4.2.2 Correction des dépressurisations

Les digesteurs étant dépressurisés quelques fotosie la période de prise de mesure, il a
été nécessaire de traiter les donnés brutes feupaie les tétes de mesures manométriques,
afin d’obtenir une continuité dans I'’évolution gegssions.

On est parti de I'hypothése simplificatrice queviiesse d'augmentation de la pression juste
apres la dépressurisation a été égale a celle égeeanant cette dépressurisation. A partir de
cette hypothese, I'estimation de la valeur des deaesures suivant la dépressurisation a été
obtenue a partir de la moyenne des variations el&sjuns mesurées avant la dépressurisation.

Si les 3 mesures de pression réalisées avant tasdépisation au tempgdnt été Xjg.3, Xty
et Xiy.1, la variation moyenne de pressiohP) entre le temps.t et letemps § (At) a été
estimée comme comme Suit:

(Xt d-2 Xtd—s) + (Xtd—l - Xt d—2) — (Xt d-1 — Xtd—s) :A_P

2 At 2 At At

Les deux premiéres valeurs suivant la dépressiansaht €té corrigées a partir des variations

de pression observées avant la dépressurisaties. &it été corrigées comme suit :

AP
Xt =Xt , +—xAt
dcorr d-1 At
Xt AP

d+1corr

=Xt +—x2At
d-1 At



Pour corriger la valeur des mesures prises ensuita,procédé comme suit :

Xt goreon = [(Xtd -1+ 2AP) = Xt ., ]+ Xt,., avecCst= constante

Cst

=Cst+ Xt 4

La valeur de "Cst" est une constante qui a ététégoa toutes les mesures prises apres la
dépressurisation, a partir de la seconde mesurea. @enu donc :

Xt d+2corr = CSt+ Xt d+2
Xt d+3corr = CSt+ Xt d+3
Xt d+i corr = CSt+ Xt d+i

L’addition de la méme constante a été poursuivegyla la prochaine dépressurisation, ou

une nouvelle constante de dépressurisation a ktdléa

VI1.4.2.3 Transformation des mesures de pression®kime de gaz produit

La continuité des mesures de pressions rétabbeéié possible de transformer les valeurs de
pression en valeurs représentatives de la biodligéétdu substrat, c’est-a-dire en volume de
gaz émis par quantité de matiere seche (mL de maomditions standardyg) pendant une
période déterminée. La quantité de matiere secheiderée a été la masse séche du digestat
de mais additionnée de Ps7 qui lui a été inodulg/pothese était que le gaz émis par le
réacteur était un gaz parfait.

Ce qui a été cherché était donc :

Vs
M

Ou:

Vs = Volume de gaz produit a pression atmosphérag@e20°C (mL)

(MLbiogad Ovssubstrat traitk

M = Masse séche totale initiale du substrat abtear addition de la masse séche de

digestat et du Ps7 qui lui a été inoculé.



La valeur de ¥ a été trouve grace a la loi des gaz parfaits :

_ nRTg
IDS

Vs (m3)

ou:
n =nombre de moles de gaz produites (mol)
R = constante des gaz parfaits

J
mol.K

=8,3145

T = Température du gaz a 20°C
= 293,15 K

P = Pression du gaz a I'état standard
= 101325 Pa

La valeur de n a été calculée a partir de la Ieighz parfaits :

Peve
n=-°2-¢
RT,

e

(mol)

ou :
P. = Pression mesurée par la téte de mesure dansrdgions expérimentales (Pa),
préalablement corrigée
Ve = Volume de gaz présent dans le réacteur
= 308 mL (volume réacteur) — 180 ml (volume liqg)iec 128 ml
=117 1P m3
constante des gaz parfaits

J
mol.K

Py
1

= 38,3145

T = Température du gaz dans les conditions expeétates
= 308,15 K (35°C)
L’équation qui a permis de trouveg¥ été donc la suivante :
PV, RT,
s = X—>
RT, P

e

x10° (ml)



La valeur de M se trouve comme ceci :

M = (%MS; X My) + (%MS; X My) (9us)
ou :
%M$S, M; = La teneur en matiére séche et la masse humidd @hantillon de
digestats
%M$, M, = La teneur en matiére séche et la masse humidsdunoculé dans les

digestats.

On a obtenu donc comme équation générale :

PeVeTS X 106
VS Te PS

M (%MS,XM,) + (%MS,xM,) (MLpiogad Ivssubstrat traitk




Chap. VIII Résultats et interprétation des résultas

Cette étude avait pour objectif d’augmenter la lgestibilité anaérobie de résidus agricoles
riches en lignine en mettant a profit I'activitgrolytique des white-rot fungi. Pour cela, les
échantillons de digestat de fmgrovenant d’'une biométhanisation préalable anirgiculés
avec le white-rot fungPycnoporus sanguiney®s? afin d’obtenir une hydrolyse des fibres
lignocellulosiques. Dans ce chapitre, les résultits 4 essais sont présentés. Les 4 essais
avaient pour objectif d’étudier les conditions expentales et les traitements a appliquer
favorisant le développement du white-rot fungs¥ sur les digestats de mais. D’expérience

en expérience, ces conditions avaient pu étreésféin

Les conditions testées dans les expériences étageparametres susceptibles d’influer sur la
croissance du Ps7 dans les digestats. Le prensar &gait pour principal objectif de mettre
au point un protocole d’'incubation de digestatsndés avec le white-rot fund?s7 La masse
minimale de digestat a utiliser comme unité expéntale, 3 proportions d’inoculation du
white-rot fungus Ps7 et la température d’incubatthn substrat ont été testées. Dans la
deuxieme expérience, un premier autoclavage destdiggeavant son inoculation par le Ps7 a
été expérimenté. C’est pendant la troisieme expégigue les digestats de mais ont subi un
lavage et un double autoclavage avant leur indomlagt enfin, c’est dans la quatrieme
expérience qu’en plus de toutes les conditions w&jiees dans les 3 premiéres expeériences,

est intervenu le test de 'acidification de digésta

En ce qui concerne I'application du test de bioslidpdité, il a fait I'objet d’'une mise au point
a partir de la premiére expérience. Par la suddsd’expérience 3 et 4, il a été appliqué

comme tel.



VIII.1 Inoculation du white-rot fungus Ps7 sur digestats non stériles

VIII.1.1 Mise au point du protocole de l'incubatiome digestats de niavec le White-rot

fungus Ps7

Pour mettre au point un protocole d’incubation dgestats de nmia avec le white-rot fungus
Ps7 la premiere expérience a été réalisée en condition stériles. Les quantités de white-
rot fungus a inoculer dans une quantité de digestasidérée comme unité expérimentale et

la température d’incubation ont été testées.

VIII.1.1.1 Conditions expérimentales de la premiesgeérience d’incubation de digestats

avec le Ps7

Dans un premier temps, une masse minimale de 3Gfjgéstats de nis a été testée. Les
digestats n’ont subi aucun traitement particulBeproportions différentes en masse seche de
Ps7ont été testées : 0,1%, 1% et 10% par rapportraalsse seche de digestat En plus des
échantillons inoculés avec ds7 vivant, pour chaque proportion, un échantillonto@le a
recu une inoculation dBs7 autoclave. Il y avait aussi un échantillon corgralayant recu
aucune inoculation dBs7 La teneur en matiere seche de digestats étdiBd®%, celle de
Ps7 était de 6,45%. Tous les batch ont été fermés de bouchons en coton pour limiter le
desséchement du substrat par évaporation. La tatnp&rd’incubation était de 25°C et la
durée d’incubation de 28 jours.

Le Tableau 8.1 donne le plan expérimental de lutatton duPs7dans les digestats de ima

stérilisés.

Tableau 8.1 Inoculation du Ps7 dans les digestatsirstériles

Contenu du Proportion de WRF (%)
réacteur 10 1 0,1
(digestat+WRF) Test Contrble Test Contrle Test | Contrble
Digestat solide 30 30 30 30 30 30
(9wrF)

White-rot fungus 6,13 0 0,63 0 0,06 0

vivant (gur)
White-rot fungus 0 6,13 0 0,63 0 0,06
autoclave (gr)




VIII.1.1.2 Résultats des observations visuellesuthstrat non stérile et discussion

Les échantillons de digestat inoculés avedPdid en conditions non stériles et incubés en
milieu solide pendant 28 jours ont été suivis Vismeent durant toute la période de

incubation, en vue d’apprécier les caractéristisjmacroscopiques des myceéliums formés.

L'observation visuelle a été suivie, a la fin d@dubation, par une mise au point du test de

biodigestibilité anaérobie.

Résultats

Les observations visuelles effectuées, de maniémgidienne pendant 28 jours, sur les
substrats incubés a 25°C ont révélé, a partir dyo@f, le développement des filaments
blanchatres dont une illustration est donnée pdiglae 8.1. Ce développement est apparu
dans tous les échantillons de digestats incubés léanéacteurs de digestion fongique, c'est-
a-dire, ceux inoculés avec Rs7a 0,1%, a 1% et a 10% ; dans leurs contrbles céfpe
inoculés avec lePs7 autoclavés et dans le controle s&w/ La figure 8.1 illustre ces

filaments observés dans le réacteur contenanidestdts inoculés avec 1% Ee7.

Figure 8.1 Développement de moisissure blanchatemsl les digestats de isanoculés de
1% de Ps7.



Discussion

Les filaments observés ne correspondent pas &tipion que la littérature donne du white-
rot fungusPs7 (voir au chapitre 1l, la figure 2.1). En effetsella littérature ld°s7est formé
des carcophores colorés de I'orange vif au roufjedvicun batch incubé de cette expérience
n'a donné un développement similaire a la desonptiu Ps7 telle que cela est faite au
chapitre Il. L’'organisme observé forme des dévedmppnts filamenteux trés peu denses et de
coloration blanchéatre. Ceci laisse supposer qtégjis d’'une moisissure de "contamination”.
Cette supposition est appuyée par le fait que weldgpement se retrouve aussi dans les 2
échantillons contréles, c'est-a-dire, les digesiatont été inoculés des7 autoclavé et ceux

qui ont été incubés sans étre inoculéPge

Lors de la mise en ceuvre de I'expérience, les thges’'ont pas été stérilisés avant d’étre
inoculés avec I®s7. La source de cette "contamination" peut étrelsainilieu ambiant ou

I'inoculation a eu lieu, c'est-a-dire I'atmosphéthe laboratoire, soit I'organisme était déja
présent dans les digestats avant l'inoculation. @ganisme serait donc endogene aux
digestats utilisés. Le développement de cet orgamisemble inhiber la croissance du white-

rot fungi inoculé dans les digestats.

Dans la perspective de poursuivre I'expérimentati@utoclavage de digestats avant leur
inoculation avec I€s7a été jugé nécessaire pour éliminer la contanonaibservée. Il faut
toutefois noter que par rapport a l'objectif de wavail, l'autoclavage des substrats
lignocellulosiques n’est pas praticable aussi béetiéchelle de la ferme qu'a I'échelle
industrielle. Cependant, il permettrait de se farigder avec le white-rot fungus en étude et,
par la suite, cela permettrait d’affiner les coimdis permettant son développement sans

autoclavage.

VIII.1.2 Mise au point du protocole du test de bigestibilité anaérobie de digestats

inoculés avec du white-rot fungi Ps7 en conditionsn stériles.

Le test de biodigestibilité anaérobie de digesti@smais inoculés avec le white-rot fungus
Ps7a pour objectif de mesurer I'amélioration de ladigestibilité de ces digestats provoquée
par le métabolisme lignolytique du white-rot fungus s’y est développé. Ce test intervient

juste a la fin de la période d’incubation.



Comme cela a été développé au point VI.4, le tesbiddigestibilité requiert, en plus du

substrat dont la biodigestibilité va étre mesurgejnoculum méthanogéne appelé inoculum
secondaire. La mise au point de l'inoculum méthanega fait partie d'une expérience

antérieure a cette recherche. Le test de biodmiEstiappliqué a cette premiére expérience
avait pour objectif de vérifier si la sensibilité thesure du test était bonne. Il faut que le test
soit capable de mesurer le gain de bodigestibdldguis par les digestats dans lesquels le
white-rot fungus se serait développé par rappoxt @antrdles ou le développement ne se

serait pas effectue.

Les observations sur la biodigestibilité des saltstont été faites sur les productions de
biogaz desquelles a été soustraite la productg@ndil'inoculum. La sensibilité de mesure du
test de biodigestibilité est bonne lorsque la potida du biogaz liée directement a I'inoculum
est moins importante que la production due auxtsatiss Cela doit étre veérifié a partir des
courbes de production de biogaz par I'inoculumagtles substrats. Si I'inoculum seul produit
une quantité de biogaz aussi important que cellesfyproduite par les substrats, il faut alors

adapter le protocole et diminuer la quantité deokiulum méthanogéene.

VIII.1.2.1 Conditions expérimentales du test dedigjestibilité de digestats inoculés de Ps7

en conditions non stériles

100 ml d’inoculum méthanogéne obtenu par l'inculratid’'une boue activée avec un
inoculum anaérobie primaire pendant 7 jours a 3&@s agitation orbitale (120 rpm) ont été
préparés dans le réacteur batch dans lequel dedtrat effectué le test de mesure de
biodigestibilité. Les substrats, c’est a dire legedtats inoculés avec le white-rot fungus Ps7
dans les digesteurs fongiques et incubés pendajau2s, ont été meélangés avec de l'eau
déminéralisée jusqu’a un volume de 80 ml. Chaquemyé a été transvasé dans le réacteur
batch anaérobie dans lequel se trouvait I'inocufnéthanogene. Le réacteur batch anaérobie
a été fermé par une téte manomeétrique du type kdpxControl » (firme WTW) et était
eéquipée d’'une sortie latérale fermée par un bouemocaoutchouc. Le test de biodigestibilité
a alors été démarré. Les mesures de pressiont@rdriées a intervalles réguliers de 28
minutes jusqu’a ce que toutes les matieres facikmssimilables aient été digérées, c’est-a-
dire jusqu’'a ce que la vitesse de production dgd¥adu substrat traité soit égale a celle du

témoin, les digestats non traités.



VIII.1.2.2 Résultats du test de biodigestibilitéisicussion

Les valeurs de pressions obtenues au cours ddedsbdigestibilé anaérobie du substrat issu
de la croissance dBs7 en substrat non stérile ont été transformées é&ume de biogaz

produit. Cette transformation a permis d’obtenicdéairbe de production de gaz par la liqueur
mixte (fig. 8.2). En abscisse se trouve le tempprmeluction (en jours) et en ordonnées le
volume de biogaz produit par les digestats biodkpies et les organismes qui s’y sont

développés (en mL de biogaz).

La quantité de biogaz produite par le réacteur lbaioaérobie contenant I'inoculum
méthanogéne (contrble eau) est 16,3k, €n 4,5 jours, c’est la plus faible production. La
plus grande quantité est produite par les digestatisulés avec 10% dBs7 vivant (60

MLpiogaz @Pres 2,5 jours). La production de biogaz paroletréle 10% WRF a rencontré un

probléme de mise au point et n’a pu étre enregistré

L’examen de la courbe révéele que la quantité dgdzalue a I'inoculum méthanogéne seul
est plus faible que celle produite par l'inoculunéthenogéne qui a été mélangé avec le
substrat. Etant donné gu’il n'a pas eu croissanemif@ste dePs7 dans les digestats, la
différence de production entre substrats peut @trgbuée a la contribution de la matiere
seche de l'inoculum et de la moisissure contamuo®tPour la suite de I'expérimentation,
c’est ce protocole du test de biodigestibilité aobi& qui a été appliqué pour la mesure de la

biodigestibilité anaérobie de digestats inoculéscaluPs?.

Vu le développement d’'une moisissure dans les ttgsune proposition de travail pour
I'expérience suivante est de réaliser une stétitisade digestats par autoclavage avant leur

inoculation avec le white-rot funfis?.
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Figure 8.2 Production de biogaz par la ligueur m&te substrats inoculés en conditions
non stériles

VII1.2 Inoculation du white-rot fungus Ps7sur digestats stérilisés

VIII.2.1 Conditions expérimentales de la deuxiemepé&rience

Les digestats de mais ont été autoclavés suitgratale concurrence queRs7a rencontrée
du fait de développement de la moisissure au coeirs premiere expérience. Le protocole
expérimental était identique a celui de la premiéxpérience sauf que l'autoclavage de
digestat de mia devait mettre le WRF dans des conditions ou fuisrait pas une importante
compétition d’autres moisissures et d’autres manganismes habituellement présents dans
ce genre d’environnement. Des échantillons nonckaiés ont été ajoutés a I'expérience

comme contrbles.



En résumé les conditions expérimentales étaierduirantes.

30gur de digestats ont été pesés dans les reacteursgdstiah fongique prévus pour

I'incubation et ont été autoclavés. Le nombre tafa@chantillon était de 10 dont 7 ont été

autoclavés. Il n'y a eu aucune répétition. Dans dagestats autoclaves, 3 proportions

différentes en masse secheREY ont été testées : 0,1%, 1% et 10% par rapportndalsse

seche de digestat. En plus des échantillons inscaiec lePs7 vivant, pour chaque

proportion, un échantillon contréle autoclavé aurage inoculation avec des7autoclavé. Il

y avait aussi un échantillon contréle autoclavéyard recu aucune inoculation avec Rsi7.

Un échantillon de digestats non autoclavés a @@uigd avec 10 % des7et un autre a recu

10% dePs7 autoclavé. Le dernier échantillon de digestats aumtoclavé n’a pas été inoculé

de white-rot fungus. La température d’incubatioaitéle 25°C et sa durée de 28 jours. Le

Tableau 8.2 donne le plan expérimental de l'indoutadu Ps7 dans les digestats de ima

stérilisés par simple autoclavage.

Tableau 8.2 Inoculation du Ps7 dans les digestatgrilisés par simple autoclavage

Contenu du
réacteur
(digestat+WRF)

Proportion de WRF (%)

10

1

0,1

Test

Contrble

Test

Controle

Test

Controle

Test

Controle

Digestat solide
autoclavé (gg)

30

30

30

30

30

30

Digestat solide
non autoclavé

(9vF)

30

30

White-rot fungus
vivant (gur)

6,13

6,13

0,63

0,06

White-rot fungus
autoclave (gr)

6,13

6,13

0,63

0,06

VIII.2.2 Résultats des observations visuelles dibstrat stérilisé par simple autoclavage

Les échantillons de digestats de mais stérilisésoptstérilisés, inoculés avec le white-rot

fungus Ps7, on été soumis a une observation visuelle quotigieafin de déceler les

modifications macroscopiques éventuelles qui setalees a la croissance du champignon

sur les digestats. Les résultats observés onésténés de maniére hebdomadaire.



Résultats

Dés la premiere semaine de l'incubation, il s'éstedloppé dans une partie des échantillons la
contamination blanchatre similaire a celle quitadaservée dans la premiere expérience. A la
guatrieme semaine, la contamination a été préstarie tous les échantillons autoclaves et
non autoclaveés, inoculés et non inoculés. Certé@dsantillons autoclavés ont subi un
desséchement important, il s'agit de digestatscéanés et inoculés avec 10% He7, avec
0,1% dePs7 et du contréle autoclavé et inoculé avec 1%Pd& autoclavé. Jusqu'a la 3°
semaine, il n'y avait aucun signe visuel de dévedmpent dans ces derniers. Le
développement de la moisissure similaire a cel@ detres échantillons n'a été observé

gu’apres que ces digestats aient été humidifiéajpat de 5 ml d’eau distillée.

Discussion

Le développement blanchéatre observé ne présentiegpaaractéristiques macroscopiques du
white-rot fungus Pycnoporus sanguineus. Ces caista@es sont décrites au chapitre 1V. Vu
ce développement malgré l'autoclavage, une prenmgpethése serait que I'autoclavage n'a
pas suffi pour supprimer les possibilités de déwedmment endogéne. Par exemple
I'autoclavage ne parviendrait qu’a détruire lesrfes végétatives de I'organisme contaminant
tandis que les formes sporulées (résistantes geldisation) seraient restées inaltérées. La
germination de ces spores se serait alors produyites I'inoculation avec d®s7 Une
seconde hypothése serait que la contamination raénde I'air ambiant étant donné que
I'inoculation de digestats avec le white-rot fungus pas été effectuée sous hotte stérile. Ces
hypothéses ont conduit a commencer une nouvellérexyge dans laquelle les digestats de
mais subiraient un double autoclavage avant didtreulés avec le white-rot fungis7. Les
deux autoclavages de digestats devant étre séparétemps de repos d’au moins 5 heures
afin de permettre aux éventuelles spores du contarhide germer et de pouvoir ensuite étre
supprimées par le deuxiéme autoclavage. L'inocqutativec lePs7 devrait aussi étre faite

sous une hotte stérile avec du matériel stérile.

Le desséchement d’'un certain nombre d’échantilfiinoméne non observé au cours de la
premiére expérience, serait probablement d0 ar#esapide des échantillons de digestats
hors de l'autoclave, avant leur refroidissement. pBénomene aurait probablement pour

origine le déséquilibre de pression de vapeur elfdare ambiant et le réacteur venant de



'autoclave suite a leur mise en contact directnava refroidissement du réacteur. Ceci a
suggéré qu’au cours de I'expérience suivante diitadon de digestats de mais ave®,
les digestats devraient rester dans l'‘autoclavemégguement fermé jusqu'a leur

refroidissement complet. Ceci devrait éviter leesgsbchement par évaporation de 'humidité.

Aprés deux essais d’'inoculation de digestats des anac le white-rot fung?s? il n'y a pas

eu de développement d’organisme comparabRyamoporus sanguineus| que la littérature
I'a décrit. Ce résultat, sous la lumiere de la&tdture scientifique, a conduit a analyser les
exigences culturales du white rot-furRycnoporus sanguinew, sur base de ces exigences,
appliquer certains traitements physicochimiques digestats de mais dans le but de les
rendre plus propices au développemeriPsié

En ce qui concerne la température d’incubatio®ylenoporus sanguinewest une espéce de
champignon tropicale (Nobles al., 1962). Les tempges moyennes des régions tropicales
oscillent entre 20 et 30°C. Dans la plupart deauxvde recherche ou le substrat a été inoculé
avec lePycnoporus sanguineus’est dans cet intervalle de température quedtration de
ces substrats a été réalisé (Vanhulle et al., 20@kasletet al., 2007). Pour cette raison, la

température d’incubation a été maintenue a 25°C.

Du point de vue de I'humidité du digestat dans lets|le white-rot fungus a été inoculé par
la suite, Weiland (1988) stipule glieumidité du substrat lignocellulosique dans ldggera
inoculé le white-rot fungus doit étre située a unimum de 12% et la valeur optimale, d’une
maniere générale, est de 60 a 80% d’humidité. Rausuite des expeériences, un test
d’'inoculation a été réalisé sur les digestats aysntaux d’humidité d’environ 88% et un

autre test sur de digestats d’environ 80% d’huridit

Au cours de 2 premiéres expériences, en obsermarichantillons de digestats inoculés avec
le Ps7 et incubés, le constat suivant est faimdésissure non désirée s’est développée aussi
bien dans les échantillons de digestats inoculés EPs7vivant que dans les controles ayant
recu le Ps7 autoclavé et dans les contréles n'ayant recu audnoculation. Ceci semble
indiquer qu'une bonne proportion de substancestdireent assimilables est encore contenue
dans les digestats de mais utilisés pour I'expériaimn. Ces substances assimilables
peuvent permettre le développemnt de bactériesnalsissures, de protozoaires, etc. Or la

dégradation de la lignine releve d’'un métabolisemadaire des white-rot fungi, ces derniers



croissent dans un milieu relativement pauvre emeété nutritifs(Pointing, 2001 Waldner,
1987, c'est la raison pour laquelle, dans la suite dgdérience, une partie du digestat a été
lavé, c'est-a-dire lessivé dans I'eau déminéralisdes un rapport de 1/27° soit par 3 dilutions

successives dans un volume d’eau représentantrcBaois sa masse.

VIII.3 Inoculation de digestats lavés et stériliséavec du white-rot fungusPs7

L’expérience suivante a d’abord servi a testerdiégirents parametres physicochimiques
susceptibles de favoriser le développement du whitéungi Ps7 qui ont été débattu dans la
discussion. Au cours de cette expérience, la ptigpode white-rot fungi a inoculer dans les
digestats de mais a éteé fixée a 10%. Ceci a éthair et non le résultat des observations, la
guantité optimale du white-rot fungi a inoculer gdes digestats pourra étre testée au cours

d’'une expérience ultérieure.

VIII.3.1 Conditions expérimentales de la troisiénexpérience

Dans cette troisieme expérience, les digestats dés mant subi quelques traitements
physicochimiques avant d’étre inoculés avec le eviot fungus Ps7:

1. Les digestats ont été laves, égouttés penda® éhséchés d’'un taux de matiere seche de
9,33% a un taux de matiere séche de 12,03 par grpodans une chambre chaude de 35°C
pendant 5h;

2. Les digestats ont été laves, égouttés et s@elméxposition pendant 10h30dans la chambre
chaude jusqu’a un taux de matiere seche de 19,01% ;

3. Les digestats solides non lavés ont été sécaéexposition dans la chambre chaude
pendant 10h30 jusqu’a un taux de matiere sech@ dé%.

4. Un dernier échantillon de digestats solide nilbi @aucun de traitements décrits ci-dessus.

Son taux de matiére séche était de 13,19%.

L'objectif visé par le lavage de digestats a étéliatiner tous les éléments nutritifs
disponibles présents dans les digestats. Cetteinéliimn des éléments nutritifs devrait
permettre de limiter la croissance des micro-ogaers indésirables. Elle devrait aussi
favoriser le déclanchement du métabolisme secamdairwhite-rot fungu®s7a cause de la

pauvreté relative du milieu en éléments nutritifs.



30g de digestats de chaque type ont été peseésletaméacteurs de digestion prévus pour
'incubation et ont été autoclavés. Tous les édhans ont été autoclavés a deux reprises, les
2 autoclavages ont été séparés par une périodgpds de 8h. Le nombre total d’échantillon a
ete de 12. Les échantillons de digestats autocldgéshaque type ont été inoculés avec le
white-rot fungusPs7 sous une hotte stérile. La proportionRE/ (en masse seche) a été de
10% par rapport a la masse séche de digestat dagsels il a été inoculé. Pour chaque
traitement, un contréle a été prévu. Le contrékene’cu aucune inoculation avec le white-rot
fungus. Une répétition a été prévue pour chaqueetnant et pour chaque contrle. Le

tableau 8.3 donne le plan expérimental de I'expége

Tableau 8.3 Conditions opératoires de I'inoculatiatu white-rot fungus Ps7 sur digestats

de mais stérilisés lavés et non lavés.

Contenu du réacteur Proportion de WRF (%)
(digestat+WRF) 10 0
Digestats lavés 12%msyg 30
Contréle de digestats lavés 12%mgHg 30
Digestats non lavés 13%msuf) 30
Contréle de digestats non lavés 13%mg)g 30
Digestats lavés 19%msy\g 30
Contréle de digestats lavés 19%mgdg 30
Digestats non lavés 20%msuf) 30
Contréle de digestats non lavés 20%mg)g 30
White-rot fungusPs7vivant (gur) 5,58 6,13 8,84 9,51 0

VIII.3.2 Résultats du lavage

Le résultat du lavage est donné par le bilan neterlavage. C’est la relation :

_ Matiére _seche_ aprés lavage

BM =
Matiere _seche avant lavage

X100




La matiére seche avant lavage était de 13,19% d&lpres lavage et égouttage de 1h30 était
de 9,33%. Le bilan matiére est donc de :

BM =70,74%
70,74% des matieres ont été récupérées apresaigelale digestats. Autrement dit, le lavage a

entrainé une perte de 29,26% de substances (fariteassimilables) de digestats.

VII1.3.3 Résultats des observations visuelles

Les échantillons de digestats de mais lavés elaw@s et inoculés avec le white-rot fungus
Ps7 en conditions stériles, ont été observés quatigienent afin de déceler les modifications
macroscopiques éventuelles qui seraient due aissance du champignon sur les digestats.

Les résultats observés ont été résumés de mamkd®oimadaire.

Aucun des contrbles n'a présenté de signe visudEgieloppement durant toute la période de
l'incubation (1 mois). Le tableau 8.4, a la pagwaute, donne I'évolution du développement

du Ps7 dans le substrat semaine par semaine pandaris.

A la premiére semaine de l'incubation, aucun sigsael de développement n'a été observé

dans les échantillons incubés.

A la deuxieme semaine d’incubation, un tapis blahels s’est développé dans tous les
échantillons inoculés des7 Ce développement s’est réalisé de maniere smmitins tous
ces échantillons. Un échantillon de digestat 1a88% d’humidité (12% de matiére séche) a

présente, en plus, un faible développement desilgmoranges.

A la 3° semaine, le tapis blanchéatre présent dauns les échantillons inoculés avecRli a
subit une croissance presque similaire. Les granofanges se sont développées dans les
échantillons lavés de 12% de matiere seche, nas lde 13% matiere seche et non lavés de
20% matiere seche. Dans ces trois échantillongefisité de cette présence a été presque
similaire. A part les granules oranges, il s’esved@pé aussi un tapis orange dans les
échantillons lavés de 12% matiere seche et nondeax@9% matiere seche ; ce développement
a été plus important dans I'échantillon lavé de I@&tiere séche.



Tableau 8.40bservation visuelle du substrat

Teneur | Code du Substrat Appréciation visuelle du substrat par semaine
en
matiére 18/02 — 22/04 23/04 — 29/04 30/04 — 06/05 07/08/01%
seche
(%)
Digestat lavé Aucun Tapis blanchétre Tapis blanchétre Tapis blanchétre
autoclavé + 10% + + +++
Ps7 Mycélium orange Mycélium orange
+++ ++++
X Granules oranges Décoloration du
N + digestat (en brun clair)
— Décoloration du digestat ++++
(en brun clair)
+4+++
Contrdle Digestat Aucun Aucun Aucun Aucun
lavé autoclavé
Digestat non lavé Aucun Tapis blanchatre Tapis blanchatre Tapis blanchéatre
autoclavé + 10% + ++ +++
Ps7 Granules oranges Mycélium orange
° + +++
> Décoloration en brun Décoloration en
® clair brun clair
+++
++++
Contrdle Digestat Aucun Aucun Aucun Aucun
non lavé autoclavé
Digestat lavé Aucun Tapis blanchatre Tapis blanchatre Tapis blanchéatre
autoclavé + 10% + + +++
Ps7 Décoloration en brun Mycélium orange
clair ++
X +++ Décoloration
o +++
— Contrdle Digestat Aucun Aucun Aucun Aucun
lavé autoclavé
Digestat non lavé Aucun Tapis blanchatre Tapis blanchatre Tapis blanchéatre
autoclavé + 10% + ++ +
Ps7 Mycélium orange Mycélium orange
+ ++
- Granules oranges Décoloration en brun
> + clair
N Décoloration en brun ++
clair
+++
Contrdle Digestat Aucun Aucun Aucun Aucun

non lavé autoclavé

Légende += Développement relativement faible

+= Développement relativement moyen

++= Développement relativement important

+++= Développement relativement trés important

++++= Développement relativement trés trés important




Un dernier phénoméne observé pendant cette 3° seraatté la décoloration du digestat qui
accompagne le développement du white-rot fungutie @écoloration a été plus importante
dans les digestats lavés de 12% matiere seche ;aeéité la moins importante dans les
digestats non lavés de 20% matiére seche. Les tdr@ntémoins non inoculés ne se sont

pas décolorés.

A la 4° semaine, le développement du tapis blametéitdu tapis orange se sont étendus sur
toutes les surfaces des substrats inoculés. Isaiploortante proportion a été observée sur les
digestats lavés de 12% matiere seche et la plite pevportion sur les digestats non lavés de
20% matiére seche. La décoloration du digestat siessi étendue : tous les échantillons
inoculés se sont décolorés et sont passés de &ngg fu brun clair. Les figures 8.3 et 8.4,
donnent une illustration du tapis blanchatre, guistarange et de la décoloration de digestats
lavés, séchés a 12% d’humidité et inoculés aveesiien conditions stériles. Les photos ont

été prises a la 4° semaine d’'incubation

Figure 8.3 Développement du white-rot fungus Ps/hddes digestats de mais lavés, sechés

a 12% de matiere séche et stérilisés (a gaucheajoet lavés et a 13% de matiere séche (a

Figure 8.4 Développement du white-rot fungus Ps/hddes digestats de mais lavés, séchés
a 19% de matiere séche et stérilisés (& gauchenaet lavés a 20% de matiere séche (a
droite)



VIII.3.4 Résultats du test de biodigestibilité dulsstrat traité

VIII.3.4.1 Conditions expérimentales

Les substrats, c’est a dire les digestats de raa&s let non lavés, autoclavés et inoculés avec
le white-rot fungusPs7 dans le réacteur de digestion fongique ont étabiée pendant 28
jours. A la fin de I'incubation, chaque échantillarété mélangé avec de I'eau déminéralisée
jusqu’a un volume de 80 mL. Ce dernier mélangeéatetnsvasé dans le réacteur batch
anaerobie dans lequel se trouvait 100 mL d’'un ihoouméthanogéne. Le réacteur batch
anaérobie a été fermé par une téte manométriqugpdu« OxiTop Control » (firme WTW).

Il était équipé d'une sortie latérale fermée par houchon en caoutchouc. Le test de

biodigestibilité a alors été démarré.

VI11.3.4.2 Résultats

La ligueur mixte était constituée de l'inoculum @edaire et du substrat issu soit du
développement de Ps7 dans les digestats de mas ¢tav non lavés et stérilisés, soit du
contrdle autoclavé de chaque type. La conversiomotume de biogaz produit par le test de
biodigestibilité anaérobie de la liqueur mixte awdé les figures 8.5. Les résultats, pour les
échantillons qui ont été inoculés, ont été exprie@yolume de biogaz produit divisé par la
masse seche mesurée avant la digestion fongicest;actire la masse seche de digestats
additionnée de celle du white rot fungi avec ledualété inoculé. Pour les contrbles, c'est-a-
dire les échantillons non inoculés, le volume deyhkz produit a été divisé par la masse seche

de digestat placés dans le réacteur de digestigidgoe avant I'incubation.

La plus grande quantité de biogaz a été produitelgpdiqueur mixte de digestats lavés
autoclavés de 12% matiére séche (72,spf9us en 6 jours). Le contrdle correspondant,
c'est-a-dire, ayant subi le méme traitement mais inoculé, a produit un peu moins (56
MLyiogaOus €N 6 jours). La liqueur mixte de digestats noresaste 13% matiere seche produit
aussi un peu plus que son témoin correspondargegtgement 59 et 46 Mbga/gus €n 6
jours) mais moins que les échantillons lavés. igselrs mixtes des digestats lavés de 12%
et non lavés de 14% matiere séche ont produit gdusiogaz que celles de 19% et de 20%

matiere seche de méme type (41 et 42igg{gus contre 27 et 29 MjogadGus €N 6 jours).



La plus faible production de biogaz est obtenueadirpde la liqueur mixte du témoin de

digestats lavés a 19% matiéere séche (2¢Jgakgus en 6 jours).
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Figure 8.5 Production de biogaz par les ligueursxtas des substrats laves et stérilisés (au
dessus) et des substrats non lavés et stérilsgsi€ssous)



VIII.3.5 Discussion des résultats des observatiaisuelles et du test de biodigestibilité

Les deux autoclavages de digestats séparés pampénmde de repos de 8 heures, en
association avec l'inoculation en conditions sé&lont permis le développement du Ps7 et
donc ont supprimé le probléeme de la concurrencelguiEveloppement de la moisissure a

posé a celui dBs7. Le probléme de la moisissure dans les controfassai été résolu.

Au cours de cette expérience, une période d’incoibate 7 jours a été nécessaire pour que
les signes macroscopiques de la croissance etwdlopgpement d&s7 apparaissent. Durant
toute la période de l'incubation des substratsridcjpales caractéristiques macroscopiques
ont accompagné le développement Be3: Le développement d’'un tapis blanc, d’'un tapis
orange (figure 8.3 et 8.4), des granules oranget$a edécoloration des digestats. Ces
observations peuvent constituer le signe d’'un agment dd>s7 parce que la littérature
stipule d’'une part que le développement des wilitdemgi, dont fait partie 1€°s7, sur un
substrat lignocellulosique entraine la décoloratignce dernier suite a I'élimination de la
lignine (Pointing, 2001; Blanchette et al., 1988} d'autre part que le champignon

Pycnoporus sanguineysésente une coloration orange (Nobles al., 1962).

La plus importante croissance fongique a été obgetdans les digestats autoclavés a 12% de
matiere seche tandis que la plus faible dans [gsstits autoclavés a 20% de matiére séche.
Ces résultats pourraient signifier que la teneuhemidité plus élevée du premier type de
digestats a favorisé le développement du Ps7, iceogiespondrait a la littérature qui stipule
gue la teneur en humidité du substrat lignoceligles est un des facteurs essentiels a la

croissance des white-rot fun@Veiland, 1988).

La croissance et le développement R/ les plus importants ont été observés dans les
digestats lavés par rapport aux digestats non .lavési peut s’expliquer par le fait que le
lavage de digestats a provoqué un lessivage, gropoel au degré de dilution de digestats,
de principales substances nutritives diffusible®t@nes, minéraux, etc.) encore présentes

dans la masse de digestats.

Dans tous les échantillons lavés et non lavés laecla croissance fongique s’est manifestée
par une décoloration de digestats. Ces dernierscgonplétement passés de brun foncé au

brun clair a la quatrieme semaine. Cette décotmragieut étre attribuée au métabolisme



oxydatif dePs7, notamment a I'oxydation de la lignine et des aras humiques de digestats

de mais.

La production de biogaz par le test de biodigdgtbde la liqueur mixte issue de digestats
lavés a 12% de matiére seche et inoculés avdesdwa été la plus importante des liqueurs
mixtes de tous les substrats de cette expérieratée Grande production peut étre attribuée a
'augmentation de la biodigestibilité des digesti#anais du fait de leur délignification par le
white-rot fungusPs7. En effet, la délignification a pour effet de remddisponible les
molécules de cellulose, hémicellulose et autres rismmeées dans la matrice
lignocellulosique(Perez et al., 2002)l est a noter que la production de biogaz esbriaée
par l'autoclavage du substrat destiné a subir ugestion anaérobie (Kim et al., 2003), elle

serait aussi favorisée par le lavage du substrat.

La production de biogaz observée chez les substrads a 12%MS et non lavés a 13%MS a
été plus grande que celle des substrats de méraeaty|9% et 20% de matiére seche. Ceci
pourrait étre d0 au fait que la croissance du wintdungusPs7 a été plus importante dans
les digestats a taux plus faible de matiere séchst-a-dire avec une humidité plus élevée.
Cependant, le fait que la digestion des contrileété aussi influencée, dans le méme sens,
peut signifier que cette différence de biodigeBtébianaérobie serait liée aussi a d’autres
facteurs tels que la quantité de substrat la saibisBe ce point de vue, la quantité de substrat
a 19% et 20%MS plus élevée entraverait I'activieéodctéries anaérobies responsables de la

biométhanisation.

La teneur en éléments nutritifs plus faible de siiges lavés peut aussi étre un facteur de
réduction de la concurrence subie parPle7 de la part de la contamination et d’autres
organismes présent dans les digestats. En eftet,I@lsubstrat lignocellulosique est riche en
substances facilement assimilables, plus le spebtrganismes capables de linfecter est
large. Par contre, plus il est pauvre, plus cetspae réduit et plus la croissance des white-rot

fungi et I'exercice de leur métabolisme lignolytegusont privilégiégPointing, 2001)

A la fin du test de biodigestibilité des substrames 6 jours d’'incubation, les réacteurs batch
anaérobies dans lesquels le test de biodigestilsikist déroulé ont été laissés au repos (arrét
de l'agitation). L’'observation des ces réacteutstbaprés environ 24h de repos a réveélé une

différence de présentation dans la liqueur mixtieeeles substrats dans lesquel$ & s’est



développé et les contrdles non inoculés. Les satisstians lesquels Rs7s’est développé ont
sédimenté dans la liqueur mixte tandis que lestmtbscontréles ont flotté sur la liqueur
mixte figure 8.6). Ce phénomeéne peut étre attribliéxydation des fibres hydrophobes de
digestas dont la lignine fait partie. Il a été démn® que le laccase, enzyme produite par le
Ps7 par un mécanisme oxydatif, peut cliver la liaisaryl-carbonea et associer un
groupement hydrophile tel que le Ol ce noyau ary(Palmer et Evans 1983)a
conséquence de cette combinaison serait la tramafmm des fibres hydrophobes en

composeés hydrophiles.

Figure 8.6 Différence de présentation entre diges digérés par le Ps7 (a droite) et les

contréles non digérés (a gauche) dans la liqueur rie

Aprés avoir mis en évidence la pertinence de lid@iion en conditions stériles, du taux
d’humidité et du lavage de digestats sur la croissaduPs7 sur les digestats de mais, la
prochaine étape a franchir dans ce travail de rebhbea consisté a trouver, sur base de la
littérature scientifigue, un ou plusieurs parangtphysicochimiques qui permettraient de
favoriser le développement du white-rot fungBs7 relativement aux autres micro-
organismes présents. L’objectif de la démarchi @€ combiner ce ou ces parametres avec
les traitements déja réalisés afin d’obtenir lesditions les plus favorables permettant de

développer le white-rot fungus dans les digestats autoclavage.

La piste choisie a été celle de I'acidification digestats. A ce sujet, Tuomela et al. (2000)
stipulent que la croissance des white-rot fungceawrs du compostage peut se faire dans une
large gamme de pH. Par ailleurs, dans plusieussadrsa de recherches entrepris avec les

white-rot fungi en général et avec Rycnoporus sanguineusn particulier, lI'activité



lignolytique optimale de ces champignons a étéral@ea un pH d’environ 5,8 rovasletet
al., 2007 ; Vanhulle et al., 2007)

Le lavage a semblé favoriser la biodigestibilité digestats a 12% de matiére seche par
rapport aux digestats non lavés de taux en matiche voisin (13%). Une hypothése pour

expliquer ce fait serait que le lavage favorisdtéiimination des matieres récalcitrantes.

Pour déterminer si le gain de biodigestibilité dia @roissance du white-rot fungus a été plus
élevé dans les digestats lavés ou non lavés, d@arxsac12% de matiére seche ou a 20%, nous

avons calculé le gain de biodigestibilité (GB) aleetormule:

Ves_
GB_L: TVt
C

VControIe )(100

ontroleRE

Avec :
- Vrest: la production de biogaz par les digestats waé incubés avec du white-rot
fungus vivant
- Vecontrole: la production de biogaz par les digestats témajni ont subi le méme
traitement et ont été inoculés avec le whitesnoglis autoclavé
- Vcontrole Réf: 1@ production de biogaz par les digestats gomnhsubi aucun traitement et

qui n'ont pas été inoculés avec le white-rot fungi

Dans cette expérience, aucun contréle n'a été ldaec le Ps7 autoclavé. C’est ainsi que
pour le calcul du gain de biodigestibilité, la guotion de biogaz due a ce contrdle va étre
remplacée par celle du contrdéle non inoculé ayahi & méme traitement que les digestats
dont le gain de biodigestibilité va étre détermirien procédant ainsi, le gain de

biodigestibilité obtenu sera Iégérement plus étpwe celui dO aux digestats seuls par ce qu'l
sera majoré de la biodigestibilité due au myceldumPs7 qui a été inoculé. Le tableau 8.5
donne les différents gains de biodigestibilité abte en appliquant la formule du gain de

biodigestibilité et en tenant compte de la remagjyeeferant.



Tableau 8.5 Gain de biodigestibilité de digestatde mais lavés suite a la croissance du

white-rot fungus Ps7

Type de digestats Gain de biodigestibilité di au Pq%)
digestats lavés a 12% de matiere seche 36
digestats non lavés a 13% de matiere séche 29
digestats lavés a 19% de matiere seche 30
digestats non lavés a 20% de matiere seche 26

Le gain de biodigestibilité di a la croissance dé &ans les digestats lavés a 12% de matiére
seche a été le plus important et le plus faiblééacélui di a la croissance de Ps7 dans les

digestats non lavés a 20% de matiéere séche.

Au cours de la prochaine expérience, dans la petigped’obtenir le développement du
white-rot fungus Ps7 dans les digestats de mais aatoclavage préalable, sur base des
difficultés rencontrées au cours de 2 premieresémsmpces d’inoculation, des résultats
obtenus dans I'expérience passée et de la littératientifique, I'acidification a différents pH
de digestats destinés a étre inoculés avec le Ps#&téaajoutée aux traitements

physicochimiques déja appliqués.

VIII.4 Inoculation de digestats stérilisés, lavésteacidifiés avec du white-rot fungus Ps7

L'objectif de cette expérience a été de testerdéssance diPs7 sous différentes conditions
de pH dans les digestats non stériles. La conitobwiu lavage a aussi été testée.

VIIl.4.1 Conditions expérimentales

Au cours de cette expérience, les principaux tratgts que les digestats ont subis avant

d’étre inoculés avec les7ont été :

1. Les digestats ont été lavés et égouttés, ensdsient été divisés en 4 échantillons. 3
échantillons ont été acidifiés respectivement abix4p, 5 et 6. Un échantillon n'a pas été
acidifié. Tous les échantillons ont été autoclavégux reprises séparées par une pause de 8h.

La teneur en matiére séche de digestats lavéoettég est de 9,33%. Celle de Ps7 est 6,45%



2. Les digestats ont été traités comme au premaigernent mais n’ont pas été autoclaves. La

teneur en matiére séche de digestats lavés ettégast de 9,33%.

3. Les digestats n'ont pas été lavés, ni autoclalg@ont été divisés en 4 échantillons. 3
échantillons ont été acidifiés respectivement abx4p; 5 et 6. Un échantillon n’a pas été

acidifié. La teneur en matiéere seéche de digestaidavés est de 13,19%.

30g de digestat de chaque type ont été préparéslemméacteurs prévus pour I'incubation.
Les digestats préparés selon les 3 types de traitieomt été inoculés avec le white-rot fungus
Ps7 La proportion dePs7 (en masse séche) a été de 10% par rapport a kersashe de
digestat dans lesquels il a été inoculé. Seulgdbantillons de digestats autoclavés ont été
inoculés sous une hotte stérile. Pour chaque itnait¢, un contrdle a été prévu. Le controle a
subi le méme traitement que I'échantillon de digesshon acidifié correspondant. Il a été
inoculé avec l&Ps7 autoclavé en une proportion de 10% en masse secleerépétition a été
prévue pour chaque traitement et pour chaque dentté nombre total d’échantillon a été de
30.

VIIl.4.2 Résultats des observations visuelles

Les observations visuelles de cette expériencéténtaites de maniére journaliere. Elles ont

ete faites séparément pour les 3 types de traitefiableaux 8.6 et 8.7).

VIII.4.2.1 Digestats laves, acidifiés et autoclavés

Les résultats observés ont été décrits de mangarddmadaire dans le tableau 8.6

Il'y a eu un faible développement d’'un tapis blatmy probablement un mycélium, des la
premiere semaine dans tous les échantillons qeesagitile pH. Aucun développement n’a éte

observé dans les échantillons controles.

A la deuxieme semaine, le tapis blanchatre, idasetig celui observé dans la troisieme
expérience, a continué sa croissance, de manieseym similaire, dans tous les échantillons
de digestats lavés, autoclavés et inoculés. Ik slégeloppé aussi un myceélium rouge dans

tous ces échantillons sauf dans les contréles.



Tableau 8.6 Digestats lavés, acidifiés et autockve

Code du Appréciation visuelle du substrat par semaine
Substrat
21-27/05 28/05-03/06 04-09/06 10-16/06
Digestat Tapis blanchéatre Tapis blanchatre Tapis blanchatre Tapis blanchatre
lavé + ++ +++ ++++
autoclave Mycélium orange Mycélium orange Mycélium orange
pH7 + +++ +++
Décoloration en brun Décoloration en brun| Décoloration en brun
clair clair clair
+++ +++ +++
Digestat Tapis blanchétre Tapis blanchétre Tapis blanchétre Tapis blanchétre
lavé + ++ ++ +++
autoclavé Mycélium orange Mycélium orange Mycélium orange
pH6 + +++ +++
Décoloration en brun Décoloration en brun| Décoloration en brun
clair clair clair
+++ +++ +++
Digestat Tapis blanchéatre Tapis blanchatre Tapis blanchatre Tapis blanchatre
lavé + +++ +++ +++
autoclave Mycélium orange Mycélium orange Mycélium orange
pH5 ++ +++ +++
Décoloration en brun Décoloration en brun| Décoloration en brun
clair clair clair
++ +++ +++
Digestat Tapis blanchétre Tapis blanchétre Tapis blanchétre Tapis blanchétre
lavé + ++ ++ +++
autoclavé Mycélium orange Mycélium orange Mycélium orange
pH4 + +++ +++
Décoloration en brun Décoloration en brun| Décoloration en brun
clair clair clair
++ ++ +++
Contréle Aucun Aucun Aucun Aucun
Digestat
lavé
autoclavé
pH7

Le développement de ce mycélium rouge a été plysmorntant dans les échantillons de
digestats ayant été acidifies a pH 5 et 6. Un ddbutécoloration des digestats a été observé.

Leur coloration est passée du brun foncé au brain. @ ce niveau, la décoloration la plus

importante a été observée au niveau des substpais/éet 6.

A la troisieme semaine, le mycélium blanchatret®ésndu dans la quasi-totalité des surfaces

de tous les échantillons de digestats lavés, auéslet inoculés des7. Le mycélium rouge

est devenu aussi important ainsi que la décolorat® digestats. La décoloration a été plus

importante dans les digestats a pH 7.




A la quatrieme semaine, toutes les surfaces destdigelaves, autoclaves et inoculés de Ps7,
tous les pH compris, ont été recouvertes d’'un niyggbicolore blanc rouge, A I'exception
des contrdles qui sont restés brun foncé, tousligsstats ont présenté une décoloration, ils
sont tous devenus brun clair. Le développement kitewot fungiPs7 a été plus important
dans les digestats inoculés a pH 7, c'est-a-doe,atidifiés. Jusqu’a la quatrieme semaine

aucun signe de développement n’a été observé darmeihtroles inoculés dRs7autoclavés.

VIII.4.2.2 Digestats non laveés, acidifiés et notoalavés

Deés la premiére semaine, des filaments blanché&e®nt développés dans les digestats non
lavés, non autoclavés et inoculés ave®dua pH 7 et 5. Ces filaments ont été similaires a la
moisissure observée dans les digestats de maigiddias premiére expérience en conditions
non stériles. Ce développement était plus impodans les digestats acidifies a pH 5. Aucun
développement ne s’est manifesté dans les digastatdaves, non autoclavés et inoculés a

pH 6 ni dans le contréle ayant été inoculé a pdetaluPs7autoclavé.

A la deuxieme semaine, il n'y a pas eu de changemetable par rapport a la premiére
semaine, sauf que la moisissure s’est étendue ldasigostrat contrble inoculé avecRs7

autoclavé.

A la troisieme semaine, la moisissure s’est déyeepdans les digestats non lavés, non

autoclavés et inoculés hs7a pH 6.

A la quatrieme semaine, il n’y a pas eu de changémetable par rapport a la troisieme

semaine.

Aucun signe de croissance et de développement de-vat fungusPs7tels que décrit dans
la littérature (Noble et al., 1962), n'a été obgependant toute la période d’incubation. La
figure 8.7 donne une illustration des différenciessig@lles entre le développement du white-rot

fungusPs7et de la moisissure blanchatre dans les digedtatsais.



Figure 8.7 Comparaison entre le développement desismsures blanchatres endogenes

(gauche) et le Ps7 (droite) dans les digestats @ésm

VIII.4.2.3 Digestats lavés, acidifiés et non auavéls

Les résultats observés ont été décrits de mangrdomadaire dans le tableau 8.7

Tableau 8.7 Digestats lavés, acidifiés et non aldgés

Code du Appréciation visuelle du substrat par semaine
Substrat
21-27/05 28/05-03/06 04-09/06 10-16/06
Digestat lavé | Tapis blanchatre Tapis blanchétre Tapis blanchétre Tapis blanchétre
non autoclavé + t * t
pH7
Digestat lavé | Tapis blanchatre Tapis blanchétre Tapis blanchétre Tapis blanchétre
non autoclavé + t t t
pH6
Digestat lavé | Tapis blanchatre Filament blanchéatre Filament blanchéatre Filament blanchéatre
non autoclavé + * * *
pH5
Digestat lavé | Tapis blanchatre Filament blanchéatre Filament blanchéatre Filament blanchéatre
non autoclavé + t t t
pH4
Digestat lavé Aucun* Filament blanchatre Filament blanchéatre Filament blanchéatre
non autoclavé t * *
pH7

A la premiere semaine, des mycéliums blanchatresisedéveloppés dans tous les digestats,
sauf dans le contrble. Cependant, ce développemeété tres faible. Les mycéliums
blanchatres ont été similaires a ceux qui se séwldppés dans les digestats lavés acidifiés

autoclaveés.



A la deuxieme semaine, le mycélium blanchéatre s'eaintenu sans s’étendre d’avantage

dans les échantillons lavés, non autoclavés etilée@ pH 7 et 6. Dans les échantillons a pH

5 et 4, s’est plutdt développé la moisissure blatrehidentique a celle de la premiére

expeérience.

A la troisieme et a la quatrieme semaine d’'inculratil ne s’est pas manifesté beaucoup de

modification par rapport a celles observées a lxigene semaine.

VIIl.4.3 Résultats du bilan de matiére de la digest fongique

Le bilan matiére de la digestion fongique a étéudalsur base de la matiére fraiche résiduelle

et de la matiere seche résiduelle des substratdim die la digestion fongique. Toutefois, les

résultats exprimés sur base de la matiere fraiohété fortement influencés par la perte de

’humidité par les substrats durant toute la péiddncubation.

Dans le tableau 8.8 se trouvent les masses fraiébekielles, les masses seches résiduelles et

les teneurs en matiere seches des substrats danelkela croissance fongique s’est effectuée

pendant 28 jours, c'est-a-dire ceux qui ont été&daet autoclavés, et le bilan matiere de la

digestion fongique est donné dans le tableau 8.9.

Tableau 8.8 Masse fraiche, masse seche et teneumatiere séche des substrats apres

digestion fongique de 28 jours

Condition testée Masdmiche
résiduelle apres

digestion fongique

Teneur en matiere
sécherésiduelle apre

digestion fongique

D

Massesecherésiduelle
apres digestion

fongique (@is)

(9viF) (%)
Digestat lavé autoclavé pHY 15,39 14,75 2,27
Digestat lavé autoclavé pHY 16,52 11,50 1,90
Digestat lavé autoclavé pHY 17,54 13,00 2,28
Digestat lavé autoclavé pHY 17,21 13,25 2,28
Contréle Digestat lavé 19,72 15,11 2,98

autoclavé pH7




Tableau 8.9 Bilan matiere de la digestion fongique digestats de mais apres 28 jours

d’'incubation

Condition testée Matierfeaiche résiduelle Matiéresecherésiduelle

apres digestion fongique (% apres digestion fongique (9

[=)

de la matiere fraiche initialg) de la matiere seche initiale

Digestat lavé autoclavé pHY 44,82 73,73
Digestat lavé autoclavé pHY 48,11 61,61
Digestat lavé autoclavé pHY 51,08 73,98
Digestat lavé autoclavé pHY 50,12 73,98
Contréle Digestat lavé 57,43 96,78

autoclavé pH7

VIIl.4.4 Résultats du test de biodigestibilité

Les figures 8.8 a 8.13 donnent les courbes desuptioths cumulées de biogaz dans les
réacteurs batch anaérobies au cours des testedigdstibilité des liqueurs mixtes issues de
digestats lavés, autoclavés et inoculés aux pH# 7% et 4 ; de digestats non lavés, non
autoclavés et inoculés aux pH 7 et 5 ainsi que igesthts non lavés, non autoclavés et

inoculés aux pH 7 ; 5 et 4.

Les productions de biogaz ont été exprimées pauora@ la masse séche des substrats avant
la digestion fongique (figure 8.8, 8.9 et 8.10pptés la digestion fongique (figure 8.11, 8.12
et 8.13). Dans le premier cas, les résultats anegprimeés, pour les échantillons qui ont été
inoculés deéPs7vivant, en volume de biogaz produit divisé pamiasse seche mesurée avant
la digestion fongique. Celle-ci est obtenue panésse seche de digestats additionnée de celle
du white rot fungi avec lequel il a été inoculéuPtes contrbles, c'est-a-dire les échantillons
inoculés avec I@s7autoclavé, le volume de biogaz produit a été dipiar la masse séche de
digestats et dBs7autoclavélacés dans le réacteur avant I'incubation. Darsgetond cas, les
substrats ont été pesés a la fin de la digestiomgidoe, leurs masses séches ont été
déterminées, ensuite la production de biogaz ad¥iéée par la masse séche du substrat

correspondant.



La premiere figure (8.8) concerne les productidassl aux substrats lavés, autoclaves et
inoculés pour les 4 pH testés. La deuxieme fig@&®)(est relative aux productions des
substrats non lavés, non autoclavés et inoculéslpspH 7 et 5 et la troisieme figure (8.10)

aux productions des substrats lavés, non autocktviésculés pourles pH 7 ; 6 et 5.

Les 4 types de digestats qui ont été lavés, améslat inoculés a différents pH ont produit
aprés 10 jours d’incubation des quantités de biagsttement plus élevées que celle du
contrble. Ces quantités de biogaz ont été treshpsocToutefois, la plus grande quantité de
biogaz a été produite par la liqueur mixte de ladiilon inoculé a pH 5 (83 Milega/Oums au
10° jour). Elle a été suivie par celle de I'échiéoti a pH 6 (78 mbioga/9us au 10° jour), & pH

7 (77 mlpiogad9us au 10° jour). Le contrdle lavé, autoclavé et inéaePs7autoclavé a pH 7

a produit la plus petite quantité de biogaz (42,ki/gus au 10° jour).

Les différences de biodigestibilité entre les liguse mixtes de digestats non lavés, non
autoclavés et inoculés aux pH 7 et 5 et leur ctatant été peu importantes. La plus

importante quantité de biogaz a été produite pardigestats non lavés, non autoclavés et
inoculés a pH 7 (25 mlega/Ous au 10° jour), ensuite les digestats non lavés,autdaclavés

et inoculés a pH 5 (24 ngkga/gus au 10° jour) et enfin le contrdle (13 gYgafOus au 10°

jour)

Au niveau de la production de biogaz par les ligsemixtes de digestats lavés, non
autoclavés et inoculés aux pH 7 ; 6 et 5, la difiée de biodigestibilité entre les digestats a
PH 7 (25 MlsiogadOus au 10° jour) et leur controle (26 mdgad/Ous au 10° jour) n'a pas été
établies. Les digestats lavés, non autoclavésoetiés a pH 6 ont produit la plus importante
quantité de biogaz (39 mibga/gus aulO® jour). Ensuite le controle lavé, non aute€lat

inoculé dePs7autoclavé a pH 5 (30 mibga/gus aul0® jour).

Lorsque les productions de biogaz par les digesiats exprimées par rapport a la masse
seche des substrats aprés la digestion fongiquepllene de biogaz produit par unité de

masse de substrat est plus élevé en comparaisgni&gi est exprimé par rapport a la masse
avant digestion fongique. Ainsi la plus grande dw@rde biogaz est produite de la liqueur

mixte de I'échantillon inoculé a pH 6 (148 Bia/gus au 10° jour). Elle a été suivie par celle

de I'échantillon a pH 5 (127 mlega/gms au 10° jour), a pH 7 (118 mgbga/Oms au 10° jour).

Le contrble lavé, autoclavé et inoculés Blg7 autoclave a pH 7 a produit la plus petite



quantité de biogaz (45 mibga/gus au 10° jour). Néanmoins les 4 types de digestait®mof
été autoclavés, lavés et inoculés a différents pHpooduit aprés 10 jours d’'incubation des

quantités de biogaz nettement plus élevées que deltontrole.

Dans le cas des ligueurs mixtes de digestats nv@s,laon autoclavés et inoculés aux pH 7 et
5, la plus importante quantité de biogaz a été witedpar les digestats non lavés, non
autoclavés et inoculés a pH 5 (57 gda/Ovs au 10° jour), ensuite les digestats non laves,
non autoclaveés et inoculés a pH 7 (37,mk/9us au 10° jour) et enfin le contrdle (21

MLpiogadOus au 10° jour.

Et, enfin, dans le cas des liqueurs mixtes de thtetavés, non autoclavés et inoculés aux pH
7 ; 6 et 5; les digestats lavés, non autoclavésoetilés a pH 6 ont donnés la plus importante
production de biogaz (54 mgbga/gus aulO® jour). Ensuite le controle lave, non aute€lat

inoculé de Ps7 autoclavé a pH 7 (52u%/gus aul0® jour).
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De haut en bas :Figure 8.8 ; 8.9 et 8.1(Production de biogaz par masse séche avant
digestion fongique de digestats lavés, autoclagesoculés a différents pH digestats non
lavés, non autoclavés et inoculés a différents pHigestats lavés, non autoclavés et

inoculés a différents pH.
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De haut en bas Figure 8.11 ; 8.12 et 8.1®roduction de biogaz par masse seche apres
digestion fongique digestats lavés, autoclavésnetculés a différents pH digestats non
lavés, non autoclavés et inoculés a différents pdigestats lavés, non autoclavés et
inoculés a différents pH.

VII1.4.5 Discussion des résultats

Dés la premiére semaine, le développement du Haigchatre, similaire a celui observé a
partir de la deuxiéme semaine de la troisieme éxpee d’inoculation a été observé dans tous
les échantillons de digestats lavés, acidifiesspodavés et inoculés a difféerents pH, a
I'exception des contréles inoculés Be7 autoclavé. Ce développement est interprété comme
une amorce de développement de mycélium de Psdé@doppement s’est fait dans tous
substrats quel que soit le pH, conformément atiarditure qui stipule que les white-rot fungi

ont une large gamme de pH pour leur croissancen(€laet al., 2000)

Le développement de tapis mycélien orange et laldeéxtion qui sont intervenus dans tous

les digestats autoclaveés et inoculés, a I'excepd@scontréles, a confirmé le développement



du Ps7 inoculé. Ce développement est similaire a celuilaldroisieme expérience. La
croissance macroscopique la plus importante algdéreée dans I'échantillon non acidifié,

c'est-a-dire a pH 7.

L’acidification de digestats n'a pas permisRai’ de se développer en conditions non stériles
étant donné que IBs7 ne s’est pas développé dans les digestats nos, lngé autoclavés et
inoculés aux différents pH. Une hypothese avanegatgjue les digestats contiendraient trop
de matiére facilement digestible permettant a désuticroorganismes de se développer et de

rentrer en concurrence avec le white-rot fungus.

Dans les digestats qui ont été lavés pour étreuspigade matiéres facilement digestibles et
qui ont été inoculés avec Rs7en conditions non stériles, le développemenPsién’a pas
éte observé quelque soit le pH testé. La croissdad®s7 n'a pas n'ont plus été observée

mais plutdt la moisissure.

Au cours du test de biodigestibilté de difféerentbsdrats lavés et non lavés, autoclaves et non
et inoculés a différents pH, la plus grande quéarde biogaz a été produite par les digestats
lavés, autoclavés et inoculés a différents pH,aetbhpement a pH 6, pH 5 et pH 7. Ceci peut
étre expligué d’'abord par le fait que l'autoclavalgs substrats améliore leur biodigestibilité
(Kim et al., 2003) et ensuite par le fait que dEsnénts facilement assimilables seraient
rendus disponibles du fait de I'activité lignolyiig) dePs7. Etant donné que le contréle non
lavé, non acidifié, autoclavé et non inoculéR$¥ n’a pas été prévu pour I'expérience et qu'il
n'y a pas eu des contrdles pour les pH 4 ; 5 & §ain de biodigestibilité di a la croissance

duPs7dans les digestats lavés, non acidifié et autéslavété obtenu a partir de la relation :

V., =V

est

Controle .auto.Ph7 Xloo

GB, =

Controle .auto.Ph7

Le gain de biodigestibilité des digestats lavés, acdifiés et autoclavés di a la croissance du
white-rot fungusPs7 a été de 82% plus élevé par rapport a leur cantridculé dePs7

autoclavé.

L’observation des courbes des 3 types de digetststiss indique que 'autoclavage a favorisé

la biodigestibilité de digestats. Ainsi, le con&rdavé, non acidifié et autoclavé a produit plus



de biogaz que le contrble lavé, non acidifié et @oroclavée (42 Miioga/Ous contre 26
MbpiogadOus €n 10 jours). De méme, le simple lavage de ditgesta provoqué une
augmentation de leur biodigestibilité par rapport digestats non lavés (26 gga/9us pour
le contrble lavé, non acidifié et non autoclav&datre 13 mbioga/Ous €n 10 jours pour le

contrble non lave, non acidifié et non autoclave).

Pour obtenir 'augmentation de biodigestibilité lge de digestats lavés, non acidifiés et
autoclavés, c'est-a-dire, l'augmentation due a Haissance duPs7, au lavage et a
'autoclavage de digestats, la production de biadmzes digestats a été comparée a celle du

contrdle non lavé, non acidifié et non autoclaverélation appliquée a été :

V.. -V
Test Controle .auto.Ph7 XlOO

GB, =

Controle .non.auto.non.lave.Ph7

Cette relation a permis de trouver que 'augmenatie biodigestibilité de digestats lavés,
non acidifiés et autoclavés a été de 251% par rappa digestats non lavés, non acidifiés et
non autoclavés. Ce surplus de biodigestibilité pouétre di au lavage et a l'autoclavage de
digestats. Par manque de contréles, 'augmentdedoiodigestibilité due a I'acidification n'a

pas été déterminée.

Conclusions et suggestions

Le lavage et surtout I'autoclavage de digestats panmis le développement du white-rot
fungusPs7 Ainsi au cours de I'expérience réalisée sur lgestats autoclaves, lavés et testés
a quatres différents taux de matiere seche, le daibiodigestibilité obtenu apres 28 jours
d’incubation et 6 jours de digestion anaérobieéadét 36% pour les digestats lavés a 12% de
matiére seche, de 29% pour les digestats non B880 de matiere séche, de 30% pour les
digestats lavés a 19% de matiere seche et de 26folgm digestats non lavées a 20% de
matiere seche. Ce gain au cours de I'expériendesééasur les digestats lavés, acidifiés et
autoclavés a été de 82% apres 28 jours de digeftingiqgue et 10 jours de digestion

anaérobie.

L’inoculation duPs7sur les digestats de mais non stérilisés n’a pasip le développement

du white-rot fungus sur ces digestats et ce, dansre des conditions testées : acidification



ou lavage. Le développement observé dans toutepEsiences réalisées en conditions non
stériles a été une moisissure blanchatre. Une hgpeta été que les digestats contiendraient
encore trop de matiéres facilement digestibles pdemt le développement des

microorganismes entrant en compétition avec leeatat fungus.

Les conclusions tirées ont conduit aux suggessonsantes :

- Poursuivre la digestion anaérobie de digestatsmdis pendant un ou deux mois
avant de les inoculer d&s7pour une nouvelle expérience,

- Augmenter le lavage de digestats en élevant leetdiaaie dilution jusqu’a 1/100
voire 1/1000 avant de les inoculer avedR#, sans autoclavage. Ceci permettra de
vérifier si les digestats sont suffisamment paywer la survie d’'un quelconque
organisme et ainsi induire le métabolisme secoadePs?,

- Vérifier la faisabilité d’'une croissance du chanmug dans un tambour soumis a
une rotation (homogénéisation de I'aération ettdenidité)
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