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Nouveaux outils moléculaires
pour le diagnostic et
la gestion des procédés de méthanisation
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Comment marche le « moteur microbien » de la
méthanisation ?

Déchets
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> Comment diagnostiquer le fonctionnement ? Digestat
» Ou sont les verrous des procédés actuels et comment les lever ?
» Quelles stratégies opératoires et quels procédés innovants ?
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Diagnostiquer, Surveiller, Prévenir, Suivre

Empreinte moléculaire (CE-SSCP)

Permet d’observer et de mesurer la diversité microbienne d’un écosystéeme

e Surveiller la diversité bactérienne, archée et eucaryote d’un procédé

@]

Suivi de montée en charge
Dérive
Effet toxique....

o O

e Comparer les échantillons sur la base de leur diversité (Indice de Simpson...)

e Suivre la microflore active d’un échantillon de biomasse

CIostridiYm indolis

Synergistes |

™\

Gram+ BasGC ™\

Green Non
Sulphur ~J\

nyaphaga

/Cytophaga
/

I Spirochaetes

?ram+ Bas GC

/

16S rDNA =

16S rRNA =
activité

Delbes et al., 2000



Diagnostiquer, Surveiller, Prévenir, Suivre

Suivi qualitatif de la colonisation de supports dans un procédé Ervirornameant
de méthanisation

FISH et
microscopie
confocale

Archées Bactéries

Sonde Eubactérie

Variables (axes F1 et F2 : 92,07 %)
Variables (axes F1 et F2 : 96,02 %) Eub 338 — CY3 (Verte)
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erre
Inoculum IE 05 ] PE
N oos —_
- N ‘.
= Arché y © Bacteries
< erre -
3 rchees vere 5 o . .
c 0 ‘ - o~ IHoculum
(TN PC
o PE P ABS"VC
[ F_’P ) g AAcier inox.
x Acier inox. T o5 |
? 05 i |
Ei -1
A 05 0 05 1 1 05 0 05 1
—axe F1 (85,98 %) —> --axe F1 (70,41 %) >

Habouzit et al. 2011


Présentateur
Commentaires de présentation
D’un point de vue qualitatif, l’analyse des microorganismes ayant adhérés révèlent des différences entre archées et bactéries. Les profils SSCP archéens obtenus montrent que les populations archées prélevées sur les supports sont éloignées de celles présentes dans l’inoculum. Le fait que les profils soient groupés sur le cercle signale de très fortes similitudes.  Ainsi nous pouvons affirmer que les matériaux permettent la sélection des espèces Archées qui adhèrent.
Il n’en va pas de même lorsque l’on observe les populations bactériennes.  Dans ce cas, les profils des B ayant adhérés sur les coupons en PP, verre ou PE sont différents de celui de l’inoculum qui est proche du reste des coupons. Les espèces bactériennes qui adhèrent sur les coupons varient en fonction des matériaux.




Diagnostiquer, Surveiller, Prévenir, Suivre

PCR quantitative en temps réel

Permet de quantifier les groupes microbiens présents dans un échantillon

e Gestion de procédés

O Suivi du démarrage d’un procédé

O Surveillance de la charge microbienne globale (Bactérie, Archée,

Eucaryote) ou de groupes microbiens spécifiques

Surveillance de groupes microbiens pathogenes ou
de bio-indicateurs spécifiques.

O Suivi d’une filiere, hygiénisation
O Réutilisation des eaux traitées

O Evaluation de I'impact d’un rejet (eaux, air...)
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Diagnostiquer, Surveiller, Prévenir, Suivre = |NQA -

Suivi quantitatif de la colonisation de supports dans un procédé -~ Trensfert ~-
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Présentateur
Commentaires de présentation
Acrylonitrile butadiene stirène
Un autre aspect qualitatif du rôle des matériaux est mis en évidence par la mesure de la proportion d’Archées de la population totale. La comparaison de ces proportions avec celle de l’inoculum montre que certains matériaux favorisent l’adhésion des Archées (ABS ,PC, PVC).
Le constat est identique lorsque l’on observe la proportion d’archées dans les biofilms. Cet aspect perdure bien après les phénomènes d’adhésion puisqu’il s’agit encore des coupons en PC, PVC et verre sur lesquels les quantités archées sont les pus importantes.




Diagnostiquer, Identifier, Prévenir, Suivre === INRA -

, - = Tronsfert ~-
Séquencage haut-débit vrennemen
/7
Permet d’identifier et de mesurer I'abondance des groupes microbiens %
présents dans un échantillon, de développer des outils de gestion —
» Création de base de données sur des T11-80

écosystémes Spécifiques W Bacteroidetes
H Environmental_samples

m Firmicutes

B Protecbacteria

O Référence dans le diagnostic de
fonctionnement d’un procédé

B Spirachaetes
u Deinecocous-Thermus

® candidate_division_TM7

Cyanobacteria

ex: Diversité/abondance des méthanogenes
Diversité/abondance de groupes fonctionnels

e FiE ETAATACKIIG CAAGTAGALD GETGMGM s0
+ TS CERSEAE #E65 GATTATGTAC GTTCATCTTG CGACTTCTTT
. \ . /7 /7
O Aide a la conduite des procédés g e freo oo g o
CCTCGAACGa agasaaccta cocaacgott GCCCACTCAT TGCGCATCC

LACCTGOCTT GTAGCGGGGG ATaAACTATTS GALACGATAG CTAATACCGE 150
GGACGGAA CATCGLCCCC TATTGATAAC CTTTGCTATE GATTATGGCG

ex: Appui au choix d’inoculum
Identification d’espéces pathogenes

0o
* Développement de nouveaux bio-indicateurs UPoeTIee TeeAOtEATTO NS ASeATOOOA TRSR000IT
CTRSEC TR AT CATRAGCC—CRECTORGRS—GOTOATS GOC—CACRETOEGR 300



B

Surveiller, Prévenir, Suivre

Quantification de différents groupes microbiens indicateurs de
I’aérosolisation dans les biogaz

Nombre de cellules/m?
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Ernvironnement

Lbe/

Biogaz

B Bactéries totales
O Synergistes
B Staphylococcus sp.

O Propionibacterium acnes

B Archées

s

Moletta-Denat et al. 2005


Présentateur
Commentaires de présentation
Résultats de quantification par PCRq des échantillons de la filière
d'élevage. Les quantités sont en nombre de copies/g MS. Le pourcentage correspond
à l’écart type des mesures. L’indication « non détecté » indique les échantillons testés
où la cible n'a pas été détectée.


Approches meéta-omiques :
la fin de |a boite noire
microbienne ?



Entrées

Méta-omique et bioprocédés : les promesses

Bioprocédé

Meéta- Meétabolomique
génomique/transcriptomique/proteomique

Communauté

Substrats
ADN ==> ARN ==>Protéine
Produits
Sous-systeme biologique Sous-systeme chimigue

N~ Sorties
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Exemple d’analyse taxonomique

Qui ? Quelle proportion ?
e Visualisation des données : composition de la communauté

e serveur MG-RAST http://metagenomics.anl.gov/
- Camembert

\

—— =
W campylobacteraceas
s B Clostridiacoas

W Clostriciales Familly XL .

M Archaea
M Bacteria

B Eukaryota
Othar

W Acholeplasmatscess

B Abcyckbacllaceae
W Bacllaceae

B Bactercidacoas
B Bartonellaceae

B Bifidobacteraceae
. Brucallaceas

W Aconckiasida

B Actinobactenia (class)
B Alphaproleobacteria
W Aguificoe (class)

W Bachh

W Bacteroldia

W Betsprotechaciera
W Clostriga

W Gonferopsida

Il Cytophagia

W Deinccocst

W Deltaprotecbactoria
Il Epsionprotecbacernia
W Enysipelotrichi

Y

H Acetivitric

B Bartonella

B Béobacteriom
W Brucelln

W Burkhoklena
B Butyrvibrio

Y

— Arbre circulaire

- Indice de diversité

Courbe de raréfaction




Analyse fonctionnelle
Quelles voies métaboliques? A quels niveaux ?

e Visualisation des données métaboliques (niveaux relatifs normalisés)
- Selon différentes onthologies (KEEG, SEED, COG)

download

Carbohydrates
Aning Acids and Derivabives
Frotein Metakolisn
Miscellaneous
[ Hetabalisn
Fatty ficids, Lipids, and Isoprenoids
Respiration
RHR Hetaholisn
Phasphorus Metabolisn
Cofactors, Vitaning, Prosthebic Groups, Pignents
Cell Wall and Capsule
Hembrang Trangport
Clustering-hased subsystens
Sulfur tetaholisn
Nucleosides and Nucleotides
Stress Response
Virulence, Disease and Defense
Patassiun netabolisn
Phages, Prophages, Transposable elenents, Plasnids
Cell Division and Cell Cycle
fotility and Chemotaxis
Regulation and Cell signaling
Nitrogen Metabolisn
Dornancy and Sporulation
Metabolisn of Aronatic Eumpoundso

dounload

Central carbohyrate netabolisn
Sugar utilizabion in Thermobogales
(ne-arhon Hetahol isn

[i- and oligosaccharides
Monosacchar ies

Glycoside hudrolases
Pulysacchaﬂdeso

Serine-glyeylate cycle
Methanogenesis from nethylabed conpounds
Methanogenesis

0 0.1 . . k . . . .




Analyse comparative de 2 échantillons

e Comparaison des métatranscriptomes de deux pilotes de méthanisation
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Métaprotéomique shotgun d’'une méthanisation thermophile de cellulose
(Lu et al., ISME-J)

! l i i i i
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Méthanisation thermophile de la cellulose (Lii et al., 2013, ISME-J)

e Clostridium
thermocellum,

Une activité abondante et
inattendue: la protéolyse
Coprothermobacter
proteolyticus :

e 22 peptidases

* 3 Microcins

Amorphous [Eaidil— = -.ni‘
Lignin cellulose (T o dEatdh.

Dead cells

cellulosomes, hydrolyse
cellulose cristalline,

lactate, éthanol, acétate

e Caldicellulosiruptor,
hémicellulose,
fermentation des C,
lactate, propanoate,
acetate

Présence et abondance

confirmée par

pyroséquencage et FISH

Oligosaccharides
Monosaccharides
D

e 7 ABC transporters
Présence et abondance
confirmée par
pyroséquencage et FISH

Acidogenesis
(Fermentation

methanogenesis |3

‘ Methylotrophic | 3

0
+

Acetoclastic

7 \
Meéthanogenese:
e Methanothermobacter,
e Coprothermobacter @ Clostridium Methanobacterium Unknown
proteolyticus thermocellum thermoautotrophicum methanogen .
,ﬂ\ Caldicellulosiruptor Unknown bacteria exc I u S |Ve m e nt
SPp- @ Candidates: Gelria, Tta-b61, Clostridia spp. ,
i @
aesee St dx&&x—_? Ao Hemicalose () Extracelluar poymer hyd rogen otro p h e

Confirmation par analyse

de la signature isotopique
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Les liens avec la métabolomique des bioprocédés
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Plus de boite noire mais le probleme du fonctionnement du
moteur microbien reste entier !

Entrées
Bioprocéde ’
Méta- Meétabolomique
géenomique/transcriptomique/protéomique
) Substrats
Communauté
ADN ==> ARN ==>Protéine Produits

— :Eﬁ:

Sous-systeme biologique Sous-systeme chimique

vSO rties




Conclusions :§?§|N?A‘—_;
Trensfert ——

Erwvironnement

Sensibles Lb /
(4

’/nm

e Rapides (réponse en 48h pour certain)

e Génériques et applicables a tous les écosystemes (boues, biogaz, air, surfaces,
résidus, composts, digesteurs anaérobie, sols, matériaux de construction...)

* Depuis 2006, ces nouveaux outils sont intégrés dans la réglementation
(Microbiologie des aliments, Qualité de I'eau, Qualité des sols...)

* Permettent de décrire la diversité microbienne de la digestion anaérobie et
d’accéder a la fonction de ces microorganismes dans I'écosysteme




Journées Recherche et Industrie
biogaz méthanisation

Merci de votre attention

16-17-18 octobre 2013
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