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Paille: abondante, énergie inexploitée

Perspectives ADEME : Les gisements agricoles pourraient

Bioenergy

représenter pres de 90 % du potentiel de production de biogaz
envisagé a I’horizon 2050.1

Disponibilité de la paille :

*  Production de blé en Europe : 134 millions de tonnes/an.?

* 0,85 kg de paille produit pour 1 kg de blé.

Cellulose

* Biomasse peu colteuse.

Paille de blé Composition

. Lignine 11-26% ¥ L Grains
Pentose . — - “Hémicellulose 20-45% "5 deblé
Hexose P eoohol O cicoh T Tes Cellulose 32-46%
:Zrltjjrcct:teH(:(:r:Znb;z:w;;steré:ifr:t)(jlI(uzlgii;])ue et de ses biopolymeres : cellulose, hémicellulose et lignine. Am|d0n O _ 3 % p— dPa|t|)IIe,
Thual, J., Martin, S., Mousset, J., 2023. La Méthanisation - AVIS D’EXPERTS. Agence de la Transition PrOtéIneS 2 - 6 % _ - -

Ecologique (ADEME). | Cendres | O _ 2 %

2Commission européenne, Direction générale de I'agriculture et du développement rural. (s. d.).
Statistiques sur les céréales.



Le prétraitement est essentiel

Structure :
* La composition varie selon I'espece, la saison et 'origine

* La cellulose — substrat principal pour la méthanisation

* Le niveau de lignification et la cristallinité de la cellulose
rendent la biomasse récalcitrante

Hemicellulose

PlariE el Wl - .
Source: Jensen et al. (2017) :‘:i/°\’(\~ A e
Biotransformation: EFFECT OF PRETREATMENT

Le prétraitement désintégre la structure complexe de la g AT

biomasse lignocellulosique (LCB).

o
* Il améliore I'accessibilité des substrats aux microorganismes gnEngl%ZHous< PRETREATMENT
et ainsi I’hydrolyse, qui constitue I'étape limitante de la
°
. . ’ . CRYSTALLINE
digestion anaérobie. REGION
Jensen, C.U., Rodriguez Guerrero, J.K., Karatzos, S. et al. Fundamentals of Hydrofaction™: Renewable crude oil from woody biomass. Biomass Conv. R
Bioref. 7, 495-509 (2017). https://doi.org/10.1007/513399-017-0248-8 HEMICELLULOSE
Krope, J., Ghani Olabi, A., Gori¢anec, D., & Bozi¢nik, S. (Eds.). (2017). Bioenergy and Biofuels: (conference proceedings) / 10th International Conference un Source: Krope et al. (2017)

Sustainable Energy and Environmental Protection, (June 27th-30th, 2017, Bled, Slovenia): Vol. SEEP 10. University of Maribor
Press. https://press.um.si/index.php/ump/catalog/book/239



https://doi.org/10.1007/s13399-017-0248-8
https://press.um.si/index.php/ump/catalog/book/239

Stratégies de prétraitement

Prétraitement fongique Prétraitement chimique modéré - oxydatifs

Mécanisme : Réaction de
Fenton - Production
intensifiée de radicaux -
oxydation biomimétique
(qui renforce la
délignification fongique)

Mécanisme :
Dégradation
enzymatique naturelle
- délignificateurs
naturels

Caractéristiques :
Efficace mais lente

Caractéristiques : Rapide
et peu colteuse (faible
dose)

Champignons de pourriture blanche
(Pleurotus ostreatus)




Les Souches

PO3 (MUCL 29420)

BCCM

BELGIAN
COORDINATED
COLLECTIONS OF
MICROORGANISMS

LA%
REVOLUTION

Une souche pure isolée a partir de mycélium sur bois Premiere souche hybride commerciale, a haut rendement,
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tolérante a une gamme de conditions de culture




Question de recherche

 Comment |la souche de Pleurotus ostreatus et l'ordre des prétraitements biologique et chimique

influencent-ils |a dégradation de |a biomasse lignocellulosique et le potentiel de biométhane ?

Les Souches Les Séquences

FP : Prétraitement fongique seul

% — (30 Jours)

PO3 (Souche sauvage)

FP + CP : Fongique = Chimique

« .. )
HK35 (Souche hybride % (30 Jours) > (24 Heures)
commerciale) CP + FP : Chimique = Fongique
(24 Heures) »> % (30 Jours)
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Plant cell

(3 g de mycélium : 15 g de

paille dans 300 mL de milieu

minéral sans glucose ;

30 jours, 22 °C, agitation.)

’Mn

Oxidants

et 0,15 M H,0. .)

Cellulose

Hemicellulose

:ng Aerobic Fungi

:‘w-":

Approche

Food for
S~ humans

Fungal
Pretreatment

Chemical

Pretreatment

(15 g de paille + 300 mL d’eau déminéralisée
pH ajusté a 3, 24 h, agitation
Concentrations finales : 1,065 x 10~2 M FeCl,-4H,0

Physical and Chemical
Characterization

By SORBONNE
UNIVERSITE

Biomass
composition

Surface
morphology

CHNSO
composition

Functional groups

\%x’

Crystallinity index

Porosity

)

Pretreated Biomass

Mixer

Water bath

Anaerobic Digestion &/

e

NaOH solution

Thermogravimetric
Analysis (TGA)

Scanning electron
microscopy (SEM)

Elemental analyzer

Attenuated total
reflection (ATR)

Wide angle X-ray
diffraction (WAXD),
Solid-state Nuclear
Magnetic Resonance
(ssNMR)

Simon’s staining

S |
. A
UniLaSalle
Institut Polytechnique
Flow cell
[reyd B
[ ]
Data collecting

Automatic Methane Potential
Test System (AMPTS)
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Microscopie électronique a balayage (MEB)

GS: Paille broyée et tamisée

GS

det | HFW e — T
2000 kv | CBS | 127 mm | 100x | 10.0mm | Al | 1.41e- QUANTA 250 FEG

e node ag @ mode | 400 pm e node o
2000 KV | CBS | 1.27 {im 0x | 100 A Pa Q £ J ookv | ETD | 1.27 00 SE 27e-3 Pa QUANTA 250 FEG | 20.00 kv 1 n 100 mm | Al U FE | 20.00 kv

Grossissement: 100x



Composition de la biomasse

Basée sur |'analyse thermogravimétrique (TGA) PO3 HK35

100 +
90 | . .
- 3,73 3,20 3,26
3,93

80 A
GS Control PO3_FP PO3_FP+CP PO3_CP+FP HK35_FP HK35_FP+CP HK35_CP+FP

70 +

60 +

50 +

40 |

30 +

Relative Biomass Composition %

20 +

10 +

0 -

H % Lignin-like fraction ® % Hemicellulose-like fraction B % Cellulose-likefraction % Moisture m % Residual Weight

GS: Paille broyée et tamisée
* La proportion de lignine a diminué apres les prétraitements d'environ 23 a 34 %.

* La proportion d'hémicellulose a augmenté avec les prétraitements combinés.
* Aucun changement significatif dans la teneur en cellulose.

* PO3: Forte rétention des polysaccharides ; HK35 : Perte de matiere plus importante due a la solubilisation (ce qui
expligue la présence de pores).
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Analyse en composantes principales (ACP)

des données multi-caractérisations

PC2 (21.6%)

Crystallite size
Cellulose
LFD _ crystallinity
PO3_CP+FP
®
%Ash HK35| CP+FP %Hemicellulose
@&
HK35 FP+CP
GS . LFDA
DY/DB
ATR_PC1 s Crystallinit
. PO3 FPR ATR_PC2 W. Y
index
Control HK35] FP &
prmat DY
%Lignin PO3 FP+CP ATR PC3
%Water DY+DB
%Cellulose
DB
I I I I I I I I I I
6 5 4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6

PC1 (48.5%)

PC1 (48,5 %) = effet principal du prétraitement :
* GS + contrble se regroupent du coté PC1 négatif - signature
“brute/peu modifiée”;
* tous les échantillons prétraités se déplacent vers PC1 positif -
accessibilité accrue / remodelage chimique
PC2 (21,6 %) = effet de la séquence (dominant) :
*  CP+FP (vert) se regroupe a PC2 positif pres de cristallinité de la
cellulose, LFD, %hémicellulose.
*  FP+CP (rouge) se regroupe a PC2 négatif, plus proche des
parametres d’accessibilité (coloration) + ATR_PC3.
Effet souche secondaire : la séparation est davantage liée a I'ordre du

prétraitement qu’a PO3 vs HK35.
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300 +

Biomethane Potential (BMP)

3 250 -
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Par rapport au témoin :
FP : PO3 a montré une augmentation de 27,5 % du BMP, tandis que HK35 n’a
montré aucune amélioration — ce qui met en évidence une variation entre les
souches.
FP+CP : Une augmentation de 22,3 % a été observée pour HK35, mais aucun
bénéfice n’a été constaté pour PO3 — suggérant une réduction de la récalcitrance de
la biomasse.
CP+FP : Une augmentation de 14,3 % a été observée pour HK35, mais aucun
bénéfice pour PO3 — le prétraitement chimique rend davantage de polysaccharides
disponibles pour la croissance fongique, réduisant ainsi la quantité de substrat
disponible pour la conversion en biogaz.

» PO3 fonctionne mieux seul.

» HK35 nécessite une synergie chimique pour atteindre son potentiel maximal

en termes de l'intensification de la production du biométhane.
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1.

Conclusions

L'objectif ultime :
Réduire la récalcitrance sans compromettre les glucides

fermentescibles.

2. Adapter la souche a la méthode :

3.

HK35 nécessite un prétraitement chimique combiné pour atteindre
son potentiel maximal en biométhane. La souche PO3 peut étre
utilisée en prétraitement biologique seule.

L'ordre des prétraitements est déterminant :
FP - CP : fonctionne
CP = FP : inefficace en raison de la consommation de glucides par

les champignons

Low-Input

)3 ' HK35
l Integrated ]
Chemical

Biological

Biological

Cl

Sugar Loss Chemical
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Contexte et Objectif
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CONTEXTE

En 2024, récolte totale d’environ 1,8 million de tonnes de légumes vers les usines de production (panoreiT2024)

Jusqu’a 65 % des fruits et légumes bruts deviennent des déchets lors de la transformation industrielle (rosetar, 2013).
Potentiel méthanogéne des légumes entre 190 et 520 CH,-NL/kgMV (wiiion, 2017).
Utilisation de fluides a hautes températures consommateurs de gaz

Industrie des
légumes dynamique

Quantiteé significative
de coproduits
(Epluchures, pulpe,
pelures, écart de tri ...)

UNIVERSITE

DE LORRAINE ENPA?A

Fort potentiel
méthanogeéne
(=capacité de
production de
méthane)

ctbm GIDF

Réduction de la
consommation du
gaz naturel

e Meétropole
CNGiIC GranitNancy



CONTEXTE 4

* Coproduits : valorisation non systématique

* Forte tendance a la dégradation pendant stockage - perte de matiere et de potentiel méthanogene

AVANT
méthanisation?

Substrats

" ' e -
etk NS (ctbm  GROF 1T crcie Banseen



STRATEGIES DE CONSERVATION DU POTENTIEL METHANOGENE >

* Stockage adapté - Préservation du potentiel méthanogene

(G Réduire ou inhiber [Iactivité
y microbienne indésirable lors du

Conservation du
potentiel stocka ge
biométhanogeéne des
coproduits lors du
stockage

Réduction de la Acidification de
disponibilité de I'eau I'environnement

Ajout stimulants
Ensilage simple (glucose) ou acides
(formique)

Ajout substrats secs

Séchage Congélation (paille)

@ s Engf, (ctbm G0 oS Gonabor




OBJECTIF 6

(cf) Etudier le comportement de ces coproduits dans des conditions non-controlées pour mieux les ajuster ensuite

BMP, MS/MV, pH, AGV,

Coproduits Stockage St

Phénomeénes

Liquéfaction?
Compostage?
Acidification?
Fermentation?
Asséchage ?
Pertes MS, MV?
Production gaz?

"a UNIVERSITE e e, métropole
wa'i?e @DE Lovrame & NAT A @bm GRDF | CNGIC Grandﬂgncy



Matériels et méthodes
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MATERIEL ET METHODE: DISPOSITIF EXPERIMENTAL 3

Echelle pilote : réacteurs 300 L

Air
Entrant
Humide

Entrée
possible
d’air

(3| Température
?) (Jo->Jo+nijrs)

CO,, CH,, N,O
—_— Air sortant NH;
-"5; %\ pini
¢ Debit
3
e
'., Sacsde
2 prélévements
”_z? (Jo-> Jp*njrs) pour
kﬁ‘ analyses
2
e
Lixiviat(Jg -> Jg+njrs)
Suivi du poids
(Jo->Jp*nijrs)
| STOCKAGE| . o
~ | | | | | Analyses coproduits et lixiviat au cours du
Jia Jig In 27 Jas Jao FIN

temps

sk ENG T (ctbm  GRDF e ook
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MATERIEL ET METHODE: COPRODUITS 9

Coproduits les plus significatifs et représentatifs du site

d'aucy France, Le
~  Faoueét, France

OPAALE RENNES

ENERGIE ENVIRONNEMENT

e ) ' — i
acce @u Enafl (ctbm GIDF nlio ancie Benen

GAZ RESEAU
DISTRIBLTION FRANCE



Résultats et discussion
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RESULTATS ET DISCUSSION 11

Evolution de la masse de coproduits et de lixiviat au cours du temps

HV
250

200

[HEY
Ul
o

[EEY
-
o

Masse (kg)

Ul
o

0 20 40
Temps de stockage (jours)

——Masse tas (kg) —==Masse Lixiviat (kg)

CaR F
250 250

N
o
o
N
o
o

£ 150 2 150
() Q
© 100 < 100
S S

50 50

0 20 40 0 20 40 60
Temps de stockage (jours) Temps de stockage (jours)

——Masse tas (kg) —=—Masse Lixiviat (kg) —e—Masse tas (kg) —==Masse Lixiviat (kg)

. e S
e ENSTa (ctbm  GRDF ENGIC Grandiancy



Température (°C)
= N w S (Op (@)
©O o © © o ©o o

5

10

Température

15

20

25

RESULTATS ET DISCUSSION

Evolution de la température et du pH

12

pH

10

8
5
o 6
'c
2 4 e ———
< ’_‘_*\0—.\‘/‘_ ——
o

2

3003540 45 0 10 20 30 40

Temps de stockage (jours)

——HV —-CaR -e-F
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Evolution de la concentration des métabolites dans les coproduits

HV

0 20 40
Temps de stockage (jours)
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CaR
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RESULTATS ET DISCUSSION 14

Evolution de la concentration en matiére seéche et de la densité

MS Densité

1400

) @ 1000
S 300 £ 7 .
i~ % 800
200 = 600
2 <
=
200
0 0
0 20 40 60 80 0 20 40 60 30
Temps de stockage (jours) Temps de stockage (jours)
——HV —=CaR —-F —~—HV ——CaR —F
et ENGO (ctbm  GIDF _——_ métropole
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RESULTATS ET DISCUSSION: Parametre de performances stockage

15

Parametres HV CP CaR F S
Liquéfaction sur 40 jours de stockage (% MB i) 37,8 25,8 24,7 6,6 34,7
Solide restant sur 40 jours de stockage (% MB i) 47,1 53,7 67,7 77,1 59,0
Pertes gazeuses sur 40 jours de stockage (% MB i) 15,1 20,5 7,5 16,3 6,3
Taux de dégradation MV sur 40 jours de stockage (%) 37 38 20 5 24
RS ENATA (ctbm  GRDF S L




RESULTATS ET DISCUSSION

Bilan sur le potentiel de production de méthane pour I'ensemble des pilotes testés

16

HV Ccp CaR F S
Potentiel de production méthane JO (m3 CH,)
5,3 13,6 11,2 36,5 11,3
Potentiel de production méthane lixiviat (m3 CH,)
0,7 1,4 1,5 0,5 2,8
Potentiel de production méthane J40 (m3 CH,)
2,2 6,0 8,2 30,9 6,7
Perte en potentiel sans récup lixiviat
59% 56% 26% 15% 41%
Perte en potentiel avec récup lixiviat
46% 45% 13% 14% 16%

UNIVERSITE
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Conclusion: Classification coproduits

Coproduits CaR S F HV
Acidification +++ 4+ + +
Asséchage + + 4+ +
Liquéfaction +++ (25%) +++ (35%) + (6%) +++ (38%)
Augmentation de la température / + + ++ +++

Activité microbienne

Taux de dégradation de la MV (%) 20 24 5 37

Perte potentiel méthanogene (%) 13 16 14 46

18

CP
+
+
+++ (26%)

+++

38

45

Suite : Amélioration du stockage en tenant compte du comportement ? Des caractéristiques MS, densité?

Focus sur le Groupe 3 : Tests pour améliorer leur stockage

NANCY
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Devenir des bactéries pathogenes dans cing

méthaniseurs : analyse croisée par culture, dPCR et
métagénomique

L
< LBE Nathalie Weéry, INRAE, Laboratoire de Biotechnologie de I'Environnement, Narbonne
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Surveillance de la qualité microbiologique des digestats

e Utilisation d’indicateurs pour évaluer le devenir des pathogenes

CELLULAR (LIVING) ACELLULAR
(,.'._-‘
,‘n [5.
LN
Parasites Protozoa Fungi Prokaryote Virus

@ sl ENGTA (ctbm  GRDF

Risque réel

-
Bactéries
pathogénes

Virus
pathogénes

Protozoaires
pathogenes
(oocystes)

Helminthes
pathogénes

foruls)

Indicateurs
réglementaires

«——— Escherichiacoli

> Coliformes totaux
Entérocoques

\ Bactériophages

“.-‘ ARN-F spécifiques

«— Spores de BASR

Source : Erwan Carré (2017) : Qualité biologique
des eaux usées traitées en vue de la réutilisation
BASR : bactéries anaérobies sulfito-réductrices

CNGIC
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Surveillance de la qualité microbiologique des digestats

* Principaux indicateurs utilisés sur la filiere de méthanisation :

Coliformes fécaux ou E. coli (bactéries Gram-)

EN
EE:I:I%A%%E ‘..-EEE.’%?E?&E’T'?“GF

Libertd

- Projet cofinance par le Fonds Européen de Dével ement Régional
rrrrrr

d’hygiénisation pour les filieres de méthanisation

M. Sanglier', F. Guilayn?, J. Hamelin'"

1INRAE, Univ Montpellier, LBE, 102 Avenue des Etangs, 11100 Narbonne, France
2 SUEZ, CIRSEE, 78230 Le Pecq, France
*Correspondance : jerome.hamelin@inrae.fr

VA
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Surveillance de la qualité microbiologique des digestats

* Normes basées sur les techniques d’enrichissement sur milieux de culture

Bactérie
Entérocoques

C. perfringens

Salmonella

L. monocytogenes

S. aureus

 Norme _______Jmtee

NF EN ISO 7899-
1:1998
NF EN ISO 9308-3

NF I1SO 16649-2

NF EN I1SO 7937
NF EN ISO 6579-1

NF EN I1SO 11290-1

NF EN ISO 6888-1/A1

—
u

ARDEIATHNN TECHH e
S SR B RN

Qualité de I'eau - Recherche et dénombrement des entérocoques intestinaux - Partie 1:
Méthode miniaturisée (nombre le plus probable) pour les eaux de surface et résiduaires
Qualité de I'eau - Recherche et dénombrement des Escherichia coli et des bactéries
coliformes dans les eaux de surface et résiduaires - Partie 3 : méthode miniaturisée

(nombre le plus probable) pour ensemencement en milieu liquide
Microbiologie des aliments - Méthode horizontale pour le dénombrement des Escherichia

coli b-glucuronidase positive - Partie 2 : technique de comptage des colonies a 44 °C au Analyses des
moyen de 5-bromo-4-chloro-3-indolyl b-D-glucuronate bactéries
Microbiologie des aliments - Méthode horizontale pour le dénombrement de Clostridium = recommandeées par
perfringens - Technique par comptage des colonies le guide sur les

Microbiologie de la chaine alimentaire - Méthode horizontale pour la recherche, le Matié
dénombrement et le sérotypage des Salmonella - Partie 1 : recherche des Salmonella spp. - .a_tleres
Microbiologie de la chaine alimentaire - Méthode horizontale pour la recherche et le Fertilisantes —
dénombrement de Listeria monocytogenes et Listeria spp. - Partie 1 : méthode de Supports de Culture
recherche

Microbiologie des aliments - Méthode horizontale pour le dénombrement des

staphylocoques a coagulase positive (Staphylococcus aureus et autres espéces) - Partie 1 :

technique utilisant le milieu gélosé de Baird-Parker
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Mesure des concentrations en microorganismes
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Le projet MethaSeq

i
Echantillonnage

5 méthaniseurs

HAMCY

~
CULTURE
_/
\
dPCR
/
S
(7, sHOTGUN
-——_— METAGENOMICS
/

et ENG Y, (ctbm GRDF

Apport de
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Le projet MethaSeq : matériel et méthodes

~

]

g [

: Analyses physico-

3 é chimiques y”

(|

< - : Humidite Cibles microbiennes

2 Méthaniseurs indicat Escherichia coli

3 . : : are Ming ndicateurs : scherichia coli

€ - 4 méthaniseurs agricoles

= dont 1 thermophile Enterococcus sp.

= Carbone Organique Total . . .

5 T Clostridium perfringens
5] - a 1

: piodéchets avec pré Lo

S p o Titre Alcalimétrique > . ;

: étapes de pasteurisation o blet (1A 9 Pathogenes : Salmonella enterica

£ et hydrolyse (pH4) Listeria monocytogenes
B il Clostridium botulinum
|- 20&chantillons Phosphore Total

8 Staphylococcus aureus
2

§ Acides gras volatils (AGV)

o

atee UNIVERSITE e ' e Métropole
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Le projet MethaSeq : matériel et méthodes
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Concentrations dans 5 méthaniseurs - dPCR

©
N
o
(o]
(%)
ps stockage _ post- stockape digestat dipestal
g inlranls hydralyse digesteur digesleur dipesLal solide liquids:
o
— > : B+
3 Méthaniseur 1
~ agricole 1
(| .
| thermophile 2
S 0-
2
@
2 8-
& Méthaniseur 2 N
< . o0
3 agricole >
s s
N 1) 0 E.coif
00 o
h% E fi Enterococcus sp.
)
g Méthaniseur 3 ‘a o G.perfringens
) : 0
= agricole ° 1.l L.monocytogenes
> o
g 8," 0- S.enterica
£ °
2 6-
= Méthaniseur 4 N
§ agricole )
e Limite de quantification :
|:| -
Q .
] 1,1 copies
£ Méthaniseur 5 - ‘ pies /g
E Biodéchets . : . .
0 pasteurisation Pathogenes non deteCteS
& hydrolyse “] |
- yaroly ; par culture
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Méthaniseur 1
agricole
thermophile

Méthaniseur 2
agricole

Méthaniseur 3
agricole

Méthaniseur 4
agricole

Méthaniseur 5
Biodéchets
pasteurisation
hydrolyse

log,, copies de géne/g

Concentrations dans 5 méthaniseurs -

stockage

inlranls

hydrolyse

digesteur

post-
digesleur

stockape
dipeslal

digostat

dipestal
solide liquide:

4..
2-
n_

i

.

e e B B (B
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UNIVERSITE
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Inactivation efficace dans le

méthaniseur traitant les
biodéchets

dPCR

E.coli
Enterococcus sp.
C.perfringens
L.monocytogenes

S.enferica
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Concentrations dans 5 méthaniseurs - dPCR

post- stockape digestat dipestal
digesleur dipeslal solide liquide

stockage

hydrol digest
inlranls yarolyse igesteur

Méthaniseur 1

-]
N
o
o~

e

©

g
o
i
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© a 44
~ agricole
(| .

| thermophile 21 ' ‘ l

5 0 =
2

@
4 ey

& Méthaniseur 2 N
< . o0
o agricole <
s s |

g “o0 04 E.coli
o0 )]
.8 E Enterococcus sp.
oo ) 5

< Méthaniseur 3 g |, C.periringens
'-g agricole Uo ) L.monocytogenes
g %0 0 S.enterica
£ o
2 o

S Méthaniseur 4 N
= agricole

) 21
o

g "
K : .

= Méthaniseur 5 5

: - Vé \ é ré

3 Biodéchets . Pathogenes non détectés

1 t H t' . oy 7

= pa;yil‘iz)'f;s:“ N IL dans les digestats traités
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log,, copies de géne/g

E. coli

Enterococcus sp.

E

C. perfringens

Devenir des indicateurs

HE4+mpee

BP1ah

BF2

BF3

BF4
BFS5-paslaur

Comparaison avec des méthaniseurs aux USA (n=13)

v
4 |
3 |
g 52
5 - 5.4 o

log enterococéi/dry g

MF-mEI culture (CFU) 23S rRNA gPCR (GU)
Mesophilic Anaerobic Digestion (class B)

”"lxlr
N ('L Water Research

Wolume 43, Issue 19, Novermnber 2003, Poges 487E-48E7

Evaluation of the enterococci indicator in
biosolids using culture-based and
quantitative PCR assays

Emily Viou, Jorden Peccia & B




Abondances relatives déterminées par métagénomique

/
Micrbiome Metagenome Metagenomic data set
Sample  ED=:” o DNA WY DNA | oxacsf2ll 1 Muliple
collection Q‘,ﬁ"%oo extraction Wm sequencing | TCACATGAGGTCGTIACCA : samples
—_— —_— — | amoaccacoaTeaTs | e | !
o> & 4 ROV MY §g
o% A2 W 1 TGT |
Vs B , , . y .
et || P > p - La metagenomique permet d’étudier
A Contigs Qc , .
G — Rssembly-based profing a en une seule analyse les bactéries
Biological/clinical (Co)assemble reads into contigs Preprocessed data set
int tati - - - \ . . \
interprtaton TR i pathogenes, virus, parasites, genes
Biomarker Taxonomic and functional annotation < ) op_ - 7 . .
dioorey P i d’antibioresistance, de virulence etc.
. . MR Map reads to annotated contigs
Microbiome-based W \ Size: ~TBs
prediction tools Y e p <4

Microbial species

Subtype/ Read-based taxonomic profiling

clustering analysis ﬂ Map reads to genomes or marker genes [ R eronos bformation R aﬂ:l | IatIO n pa r Kl’a ke n V2 . 1 . 2
\_ Available microbial proteins, |- (match k-mers de chaque read a la base de

Co-occurrence/ genomes and annotations

ecological modling L Functions/pathways /’_ Annotated pathways d onn é es NT N C B I )'

-

Read-based metabolic profling estimation de I'abondance par Bracken v2.7

Phylogeny Map reads to annotated genes,

reconstruction Size: ~MBs proteins or pathways

Strain tracking k /

Epidemiology and Independent

population genomics R e (1. Experimental pipeline) (2, Pre-processing) (3. Sequence analysis ) [4. Post-processing] (5. Validation )

Quince, C. et al. Shotgun metagenomics, from sampling to analysis. Nat
Biotechnol 35, 833—844 (2017). https://doi.org/10.1038/nbt.3935
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Abondances relatives des pathogenes dans 5 méthaniseurs
- métagénomique -

Méthaniseur 5
Méthaniseur 2 Méthaniseur 3 Méthaniseur 4 Biodéchets
agricole agricole agricole pasteurisation
hydrolyse

Méthaniseur 1
agricole

thermophile

Abondance

Salmonella enterica - relative (%)

Se-05
4205
3e-05

Listerio monocytogenes-

Clostridium botulinum-

Staphylococcus gurens-

Devenir sur la filiere

o

: , : &
fonction de I'écologie f

de la bactérie épr

Pathogenes plus
abondants dans les

biodéchets, inactivation
par le procédé

(atee (@i ENafa(ctbm GRDF nilion G Ganmony

EROE ERMBIRNEMENT O e | Mamcy A A& A& B O\ L



Abondances relatives des indicateurs dans 5 méthaniseurs
- métagénomique -

Meéthaniseur 5
Méthaniseur 2 Méthaniseur 3 Méthaniseur 4 Biodéchets
agricole agricole agricole pasteurisation

| | hydrolyse

Méthaniseur 1
agricole
thermophile

Ezcherichia coli 4

Clostridium perfringens -

Enterococcus sp. -

Diversité des entérocoques

Enterococcus
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Prévalence d’ E. cecorum dans les biodéchets
Enferococcus casse! s
[EH!‘EF‘GC‘DCGUE casaram 4 §§ ; | \ +
Enterococcus durans - ..M’;Eﬁ_ Poult ry Science
|| BLSEVIER Volume 103, Issua 11, Movember 2024, 104224
Enterococcus faecalis 4
Enterococcus faecium 1 Towards the identification of transmission
Enterocaccus gallinanim { pathways and early detection of
Enterococeus gl Enterococcus cecorum infection in broiler
| chickens
K. Watson* =& B, L Arais T 5. Green *', P. O'Kane f', M. Kirchner T, T. Demmers # ¥ C_ Commins r’,
R. Smith *, G. Cordani T, 1. Kyrinzakis ", A_Schock ¥, M_E. Anjum 1




Traitements thermophiles : viabilité et cultivabilité

20 stockage ) ost
) . € digesteur P
c intrants digesteur
'g’o E caii
% L+ Enterococous sp.
.E 44 C.perfringens
g. L. manocylogenes
o
o <4 | 5 enterica
-
&
- O

.I
Inactivation par le
, h . E. coli Enterococciuis C.

methaniseur (CFU g  spp. perffingens

thermophile (CFU g (CFU g
Tank receiving waste 2.5x10* 1.2x10° 2.5x10?
Digester <100 <100 3.5x10?
Post-digester <100 <100 8.8x10?
Digestate tank <100 <100 1.1x10°
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Traitements thermophiles : viabilité et cultivabilité

C | Applied Microbiolog
55 | loumnal of Applied Microbiclogy 155N 1364-5072
U3 I
5.9 ORIGINAL ARTICLE
>0 Quantification of viable but nonculturable Salmonella spp.
| and Shigella spp. during sludge anaerobic digestion and
their reactivation during cake storage
| B. Fu"** Q. Jiang"?*, H-B. Liu"? and H. Liu'?
i 12
[=—— —— [
1.7 10
HSC BFP HSC BFP :
MF-mElI culture (CFU) 23S rRNA gPCR (GU)

Temperature-Phased Anaerobic Digestion (class A)
HSC = high-speed centrifuge dewatering, BFP = belt-filter press

Salmonalla spp. content {Log,, MPN g DS-1)

Salmonella spp.
- cultivables (MPN, A)
- viables (RT-gPCR, 0) g
- totales (qPCR assay, m)

ke ENSTA (ctbm  GRDF e Detrobole




Messages clefs

 Combiner la dPCR pour la quantification et la métagénomique pour la recherche multi-cibles permet
d’avoir une vision élargie des contaminants microbiologiques, avec une grande sensibilité

* Ladynamique des contaminants reflete leur écologie et leur résistance aux stress environnementaux.

 La métagénomique a permis de révéler la prévalence de E. cecorum sur la filiere.

 Laprésen
danger n’

 Lefficacit
Pour la filiere

* Intégrer|
*  Nouveau

Environmental Research 279 (2025) 121766

g A Contents lists available at ScienceDirect

ervironmenial

B! Environmental Research

FI SEVIER journal homepage: www.elsevier.com/locate/envres

L)

Check for

Application of a real-time reverse transcription polymerase chain reaction | @&
for rapid detection of Escherichia coli in drinking water: an EU
representative study ole

T i CNGIC GrandNancy
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1 ; Partenaires et valorisation du projet METHASEQ

Marina

- 1 1 - 2 3 1 in3
Moletta-Denat M. Moletta-Denat', O. Azam*, A.-M. Pourchers, M. Manno?, B. Zennaro*, E. Bonin?>, A.

Bonnafous?, P. Chenon®, A. Leboucher®, L. Alvarez-Fraga?, J.-J. Godon?, A. Haumont?, L.
Aubeut-Chojnacki’, N. Wéry*

1IINRAE Transfert - Metys, 11110, Narbonne ; 2INRAE, OPAALE, CS 64427, 35044 Rennes
3INRAE Transfert - Metys- Service Génomique, Plateforme GeT-PlaGe, Castanet-Tolosan
4INRAE, Univ Montpellier, LBE, 102 Avenue des Etangs, 11110 Narbonne

>VVoxGaia, 68400 Riedisheim ; ®Ministere de I'agriculture, Paris; “GRDF -Direction
biométhane, Saint-Denis ; 8Association AILE

hN'E'Q \:J = SOMMAIRE =, CONNEXION

ACcua Effats environnemantaux | IMpact potantiel da lepandage du digastat

C( SciencelDirect

Waste Management

PROJET METHASEQ : COMPRENDRE  /~ \ Farah Doumit
LE DEVENIR DES PATHOGENES AU | .« )

COURS DE LA METHANISATION PAR

MESURES GENOMIQUES DE POINTE



mLBE tmBio2E GDF

9N Biotechnologie Biotechnologie et Bioraffinerie GAZ RESEAU
Laboratoire de U'Environnement W Environnementales DISTRIBUTION FRANCE
=

ETUDE DE L'IMPACT DES ALTERNATIVES AUX BACHES PLASTIQUE

CONVENTIONNELLES POUR LA COUVERTURE DES SILOS D’ENSILAGE EN
METHANISATION

C. VAN VLIERBERGHE!, M. DUBROUS*2, G. GUIZARD?,
L. LE LEUNE?, F. DUCHATEAU?, R.ESCUDIE!
INRAE, LBE, Avenue des étangs, F-11100, Narbonne
2GRDF, 9 rue Condorcet, F-75009, Paris

*Correspondance : clement.van-vlierberghe@inrae.fr
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140 TWh/an issus de la méthanisation en 2050

Dont 51 TWh de CIVE
* CIVE: plus d’1/3 du gisement
mobilisable a horizon 2050 pour la BiodéchetsuRésidus IAA
) . . 8 TWh 5 TWh
méthanisation CIVE
_ _ 51 TWh
e Alimentation continue des
méthaniseurs a partir d’ 1 ou 2 récoltes
annuelles
— Stockage de 1 an ou plus
* Stockage des CIVE par ensilage
Algues Reésidus de culture
14 TWh STTWh
ADEME, 2018
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Voies de dégradation de I’ensilage au cours du stockage

(Dégradations biologiques aérobies ) \)eco?,/’
o Pertes de masse .\e/o /’c;(\sOl
o Pertes énergétiques par échauffement potentiellement importantes P\-Q(O‘o/x \'6/9

et non quantifiées /x;)-e(o‘o
\ © Emissions pot®sglles de GES (CO,, N,0, CH,) y e

Fermentations indésirables
o Pertes de masse
o Production d’hydrogene

Effluents de silo
o Emission d’effluents riches en matiere organique
Potentiels polluants des eaux de surface

These Cifre 2018 > 2022 /
Stockage et prétraitement des cultures multi-
services environnementaux (CIMSE) avant

o Sources d’odeurs leur méthanisation
o Pertes énergétiques potentielles ¢
N\ : / RI Ofe INRAQ GIDF
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Enjeux liés a la couverture des silos

Pas de Bache
couverture classique
— 0,
30 em 10-20%
15-30% Aprés une semaine d’exposition a I'oxygene, la réduction du
1m potentiel méthanogene peut atteindre 40%

Zhang et al. (2018)

Estimations des pertes potentielles

/ Référence : couverture bdche PE \ / \

+ Préservation optimale A I’échelle d’une exploitation : 100 — 300 k€ de CA
+ Ruissellement des précipitations
- Colit des baches (achat, main d'ceuvre, recyclage) A I’échelle de la filiere frangaise en 2050 : 5 a 15 TWh de

- Pose pénible, dépose dangereuse lors de I'ouverture
(risque de chutes)

\- Production de déchets (plastique) / \ inappropriees /

« manque a produire » avec des pratigues de stockage
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Alternatives aux baches PE : état de lI'art

* Des tests ont été réalisés de facon isolée par des agriculteurs méthaniseurs

* Quelgues essais publiés dans le cadre de |'alimentation animale

* lls ne permettent pas d’établir de conclusions directes pour le secteur de la
méthanisation mais donnent un retour d’expériences et des pistes a

explorer tres intéressantes

* Les émissions liées aux nouvelles pratiques (GES, effluents) n‘ont pas été
étudiées

SILCOGREEN : Réduction de la consommation de plastiques en agriculture :
Couverture végétale des silos d’ensilage de mais, 2019
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Objectifs

1. Développer un protocole d’essai d’ensilage a échelle pilote (200L) ﬁ%

représentatif des conditions réelles

2. Quantifier les performances de stockage en fonction de trois pratiques
(couvert, non couvert et substrat alternatif) o ‘
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Matériel et méthodes

Septum
prélevement gaz

Sous-échantillons
pesés

Sonde de
température
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Matériel et méthodes

Digestat solide Bache PE Non couvert

150um Velitex =—
10cm ] EE

oem e = o= IS

Sonde de
température

60cm | =0 T— e -

. — T ——— - :‘Extracteur de gaz
57cm
Préparation Suivi 1 an Ouverture (70, 200 et 365 j)
e Seigle 30% MS * Température Echantillonnage haut et bas (filet) :
* Tassement 650 kg/m?3  Composition du gaz * Masse brute, MS, MV
130 kg de CIVE par fut  Meétabolites
e BMP

e Communautés microbiennes
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Concentration (%
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o O O O
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Composition gazeuse

Evolution de la teneur en oxygéne a l'intérieur des silos

|

5

0

adhh A A hh AMAL A,

o P aa 0l
.'f A . . .
+++f % * Haut de silo: augmentation rapide de la
ﬁ+ - A Haut teneur en O, pour les conditions « non
w * Bas couvert » et « digestat »

* Bas desilo : O, faible pour toutes les
Bache PE

«+ Non Gouvert conditions
+ Digestat Solide » 0O, ne pénétre pas... ou consommeé en
w .
Q continu
$ 8
NS
©P00¢ 0090090000 0 -o--8-0- .
60 120 180 240 280
Temps (j)
' @ It métropole
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40

[
o

Ecart a T ambiante (°C)
N
o

25

50 75
Temps ()

Evolution de la température

100 240

Position = Haut + Bas

260 280
Temps (j)

Haut de silo: échauffement en surface (jusqu’60°C) pour les
conditions « non couvert » et « digestat »

Bas de silo: pas d’échauffement pour toutes conditions

—
n

ASSOCIATION TECHNIQUE
ENERGIE ENVIRONNEMENT

UNIVERSITE
DE LORRAINE

ENGQTA (ctbm GIDF

Couverture Bache PE = Non Couvert =+ Digestat Solide

CNGIC

métropole
GranctNancy



Ouverture des silos : observations qualitatives et variation de masse

% € L1
Bl

90
- O
7° L
=60 10 i, _ -
E ., C_ ., I | I | p -
L -——— - S === I . Affaissement
. 50 ) = | 1
S5 - b - J
£ 40 £ sec
® 39 . W Tres dégradé —
j EESE BHENe e T e s = W Dégradé ' =
20 | | | (R b b | | /
0 oK
0 Evolution de la masse (MV) au cours du stockage
Frais Bache Bache Non Non Digestat Digestat 70j 200j
70j 200j couv.70j couv. 70;j 200j. Bache Haut -22% -29%
200 Bache Bas 3% -8%
* 10 a 30 cm d’ensilage visuellement dégradé selon les conditions Non couvert Haut -40% -37%
Non couvert Bas -5% -5%
* Affaissement de 25% de la hauteur initiale apres 200j pour Non Digestat Haut -55% -68%
couvert et Digestat Digestat Bas -18% -17%
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Variation du potentiel méthanogene

Valeurs de BMP ramenées a la masse initiale (prise en compte des pertes)

400

300

200

)

-1
MV
—
o
o

BMP (NmL.g
o~
o
o

Bache Non Couvert Digestat

* Pertes de 40 a3 90% de BMP en

_ . . . N
_ .. -- B e « Bache et NC 4 60cm: BMP

ineH

_ préserveé

' - * Digestat a 60 cm: Diminution du
: & BMP de 10 a 20%, non

_ significatif

o 70 203 0 70 203 0 70 203

Durée de stockage (j)
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Ensilage « frais »

pH et profil métabolique

pH
Lactate

Acétate

Butyrate

Frais
43+0
31,3+4,7
7,3+0,8
0,2+0,2

Bas

200j de stockage

Profil métabolique impacté par la méthode de couverture a — 60 cm

» Perturbations liées a la pénétration d’air avec cinétique tres lente ?
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Bache Non Couvert Digestat

pH 7,8%0 8,7%0 7,610,2

Lactate 00 0x0 0x0

Acétate 00 00 00

Butyrate 00 00 0x0

pH 4,410 4,4+0 520

Lactate 30,7+3,6 249+1 0+0

Acétate [ 54,7+6,4 57,6t 2,1] ‘40,1 +2,1 |

Butyrate 00 00 33,4+1,8
—
CNGIC
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Conclusions et perspectives

Pilote échelle 200L : suffisant pour observer les phénomenes d’échauffement

Avec un tassement optimal, les dégradations a 60 cm et + apres 200j d’ensilage semblent
limitées

Ces résultats sont a confirmer/valider a échelle réelle (impact des précipitations, du vent)
L'impact de la méthode de couverture sur les émissions de GES (CO,, CH,, N,0) au cours

du stockage est a quantifier pour évaluer I'impact environnemental global des solutions
alternatives.
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PROCEDES ET VALORISATION Animateur
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METHASCALE : reproductibilite et transferabilité des résultats au cours des changements
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Evaluation de la robustesse de la biomeéthanation in situ face aux surcharges organiques
et d’hydrogene
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Modélisation de (a biomethanation in situ

nnne-LaLre Borg, ENGEE
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maximiser la conversion de substrats complexes réels en biométhane

‘ R @bm




ADEME
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ce for people, life & earth

AGENCE DE LA
TRANSITION
ECOLOGIQUE

GRAINE

METHASCALE
Changement d’échelle de la méthanisation : étude comparative
du pilote de laboratoire a l'unité préindustrielle

C. Peyrelassel, A. Battimelli3, H. Carrere3, M. Heredia?, A. Lallement?, F. Monlau?, S. Marsac?,
C. Sambusiti?, C. Van Vlierberghe3

1 APESA — Pole valorisation, 3 chemin de Sers, 64121 Montardon, France.
2 TotalEnergies - POle d'études et de Recherche de Lacq (PERL), 64170 Lacq, France.
3 INRAE — Laboratoire de Biotechnologie de I'Environnement, 102 Av. des Etangs, 11100 NARBONNE, France.
4 ARVALIS - Institut du végétal, 21 chemin de Pau, 64121 Montardon, France.
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Contexte

Essais
Préindustriels
ou industriels

Essais pilotes > 100 m3
semi-continus /
iﬂ continus
$ 5L a quelques
. "
~ BMP
250 a 1000 mL
2003500 € =6 000a 30000 € > 100 000 € COl’:It‘
EtUde . o ’ . '
gisement/Préfaisabilité/exploitation Etude faisabilité/Avant projet Etapes_
Représentativité / Production de
Rapide / Optimisé Etude inhibition / codigestion / CVO digestats en quantité Avantages

Non représentatif de conditions continues Colteux / logistique  Inconvénients




Projet

APESA

WP 1 COORDINATION e B

WP 2 Essai inter-laboratoires

2.1. Calibrage des méthodes d’analyses
(FOS/TAC, ammonium, AGVs, analyse biogaz,

BMP...)

2.2. Comparaison des performances entre les

trois laboratoires sur des pilotes de 4L

ARALTS Y& @ INRAZ
Instinut g végéral TotalEnergi ionon forpeosie e & north

nergies AP_ESIP\

3.1 Mise en place des essais
performances et biologiques

agronomiques

3.2 Comparaison des parametres de

3.3 Comparaison des parametres

WP 3 Reproductibilité et transférabilité

WP 4 COMMUNICATION

Organisation d’un workshop sur les essais pilote

Synthese et rédaction d’un guide de bonne pratique
Rédaction articles scientifiques et communication
Organisation d’un webinaire de fin de projet

—
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Reproductibilité et transférabilité : les réacteurs

Intrants : Déchets de mais
doux ensilés + lisier

150 m3 20L 12 L 5L



Reproductibilité et transférabilité : les réacteurs

Tamisage inoculum

Préparation intrants solides

Fréquence d’alimentation

Volume utile (L) réacteur
Pesage réacteur
Type d’agitation

Compteur de gaz

Fréquence d’analyse de gaz
Analyse de gaz

Normalisation des analyses de
gaz T°C/P
Pesage digestat extrait

150 m3
non
Broyeur a couteaux
Borger (16,5 mm)
RR6000
4 x / jour
7j/sem
150 000
Non
Mécanique
Endress +Hauser
Prosonic Flow 200

Ultrasons

6 x / jour
SEWERIN Multitec 54x
(Infra-Rouge)

oui

non

Pilote 20 L
non

1x /jour
5j/sem
20
oui
Mécanique
TGO5
Ritter®

Volumique
1x /jour

Micro GC Agilent 990
oui

oui

Pilote 12 L
non

Découpage grossier au
ciseau

1x/jour
5j/sem
12
oui
Mécanique
MGC1v3
Ritter®

Volumique
1x/jour
Clarus 480 GC, Perkin

Elmer
oui

oui

Pilote5L
Oui 5 mm

Séchage a 38°C puis
broyage

1x/jour
5j/sem
5
oui
Mécanique

MGC1v3.3
Ritter®

Volumique
1x/jour

Micro GC Agilent 990

oui

oui



Reproductibilité et transférabilité : le suivi

Parametres opératoires

» Température

* CVO (kg MV / m3 /)) et
TSH ()

* Intrants (ton/j, MS/MV,
BMP)

o

AN

Parametres de
performances

* Teneur en méthane et
autres gaz (CO,, H,S)

» Débit de gaz produit

‘atee () gt E

NNNNN
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Parametres biologiques

* pH/Redox
« Ammonium
* FOS / TAC
* AGV

« Communautes
microbiennes (ADN)

ctbm G DF

* Teneur en MS / MV

* Nutriments (N, P, K, S,
Mg Ca)

*sETM et CTO

» Pathogéne (E. Caoli,
Salmonelle)

* \iscosité

e Meétropole
GranctNancy

CNGIC



CVO (g MV/L/j)

Reproductibilité et transférabilité : charges appliquées

3.0

2.5 4

2.0 -

1.5 4

1.0 A

0.5 A

0.0 -

Charge cible de 2,2 g MV/L/j

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28

Semaines d'essais

Tt 1 ]

Panne broyeur jours fériés Panne électrique
150 m3 sur site 150 m3

30

—150 m3
20L

—12L
5L



pH

NH, (g/L)

8.5

8.0

7.5

7.0

6.5

6.0

5.0

4.0

3.0

2.0

1.0

0.0

Reproductibilité et transférabilité : suivi biologique

pH

2 4 6

8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Semaines d'essai

Potentiel rédox (mV)

0

-100

-200

-300

-400

-500

0

2

4

6

Potentiel redox
(mV)

—-+—150 m3

20L =+121L

5L

NH, (g/L)

8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Semaines d'essai

FOS/TAC

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

0

’\\°<\)z><7i‘—" . “"\r//\\“’(;

8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Semaines d'essai

FOS/TAC

K

-
o /OCI \\/\N\

2

4

6

8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Semaines d'essai



TSH1
TSH 2
TSH 3

TSH1
TSH 2
TSH 3

Différences significatives : pH (TSH 3), Potentiel redox (TSH 2) et FOS/TAC

Reproductibilité et transférabilité : suivi biologique

pH
150 m3 20 L 12 L oL
76+02 75+01 76+01 76+0,1
/7,701 7,701 7601 7,5%0,3
/80,1 7,701 7,7x0,1 77,7%0,1
NH,* (g/L)
150 m3 20 L 12 L 5L
1,8+02 18+02 18+02 2205
2,4+0,1 24+02 24202 23%0,1
2,8+0,3 2,/7+02 26x+01 25%+0,3

150 m3

-357 + 28
-373 £ 64
-387 + 47

150 m3
0,2%0,1
0,2%0,1
0,1%0,1

Potentiel rédox (mV)

20 L 12 L 5L
-360+ 10 -373+39 -357+33
-365+10 -394%24  -386 15
-360+6 -376+18 -382+13

FOS/TAC
20 L 12 L SL
01+0,1 0,2%0,1 0,2%0,1
01+*0,1 03%x0,1 0,2%0,1
01+*0,1 0,2%0,1 0,2%0,1



% CH,

70%

65%

60%

55%

50%

45%

40%

6

8

Reproductibilité et transférabilité : biogaz

10 12 14 16 18 20
Semaines d'essai

% CH,

TSH 1
TSH 2
(sem 20-25)
TSH 3

22 24 26

150 m3
Moyenne jour

53,8+ 0,6
55,3+0,8
57,1+0,8

28

—150 m3
20 L
—121L
5L
30
150 m3

Analyse avant
1¢" nourrissage
53,0+£0,7

54,7+0,8
56,4 +0,7

» Différences statistiques
entre les échelles au TSH 1
et 2

e Aucune différence au TSH 3

20 L 12 L 5L

56,5+0,9 56,3+0,9 59,6 +1,5
56,9+13 56,6+0,9 58,3+1,0
559+12 56,1+0,5 55,5+1,7



1000
900
800
700
600
500
400
300
200
100

NL CH, / kg MV

|
i

NL CH, / kg MV
TSH 1
TSH 2 (sem 11-16)
TSH 3

Production de méthane

Semaines d'essais

150 m3 20 L 12 L 5L
301 +45 394 + 44 364 + 55 295+ 31
313 + 50 341 + 62 339 + 58 303 + 38
297 + 37 312 + 58 300 + 58 255 * 39

AN

—_

Reproductibilité et transférabilité : productions

2.5
20 —~
0 = Vo
>
15 = =150 m3
oo
«E 20 L
i
3 5L
0.5 g
>
(@)
0.0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Différences statistiques entre les
échelles au TSH 1 - Absence de
différence aux TSH 2 et 3

Perte de 10% du BMP ration liée au
séchage/broyage du mais (pilote 5L)




% ou g/ kg MS

% ou g/ kg MS

Reproductibilité et transférabilité : qualité digestats

80

70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -

— @150 m3 120L @m12L ©5L

] ——
'™ o Hom
I I
MS (%) MV (%)  NTK (g/kg MS) P (g P205/kg K (g K20/kg
MS) MS)

E150m3 "20L @12L f5L

— ﬁﬂ‘

Mo (mg/kg TS) Cr (mg/kg TS) Cu (mg/kg TS) Ni(mg/kg TS)

|—|'|_I_|

[

% ou g/ kg MS

70

60 -
50 -
40 -
30 -
20 -

Jd LR |

10

@150 m3 120L @m12L 5L

HH

i

S (g SO3/kgTS) Na(gNa20/kg Ca (g CaO/kg TS) Mg (g MgO/kg TS)
TS)

Difféerences significatives observées :

- Parametres agronomiques: P, K, Mg

- Métaux: Ni, Cr (acier inoxydable), Zn




Reproductibilité et transférabilité : qualité digestats

(-]
(o]
]
£ 150 m3 51 12 L 201L
& 10000 2
] ) [ ® 5L reactor
= 1000 3 T A ® 12L reactor
| E oo A 20 L reactor
S » ] BRAERERR, v 150 m3 reactor
2 S 100 R?= 0.9569 L e
e - E = 14.312 X094
E = - ol . A o )Il?2=0.9823
< (2] = =0 B2 e S
g § I \\“"~..\__~!I/?2=00.2:29:8x % e
g Résidus obtenus apreés filtration sur une grille de 2 mm des o : vl e s
© i v oo Tme
S digestats bruts des pilotes/unités g 013 Yoy ey
© ]
§ 0,01 - y = 0.1219 x 0525
= E R?=0.9872
() ji B
S 0.0 1
= 0,001 0,01 0,1 1 10 100
(8]
& shear rate (s-1)
8 # Profils de rhéologie similaires selon la préparation de la matiere
5
3
=
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Conclusion

Bonne représentativité de I’échelle pilote : suivi biologique / performances / qualité du
digestat

Points d’attention

v Matériaux si relargage métaux par exemple

v’ Préparation de la matiére au plus pres de I'unité a simuler / intégrer les différences
v’ Pesage des réacteurs pour le contréle précis du volume utile (ou mesure niveau)

v’ Contréle de la justesse des débitmetres en début et fin d’essais

pst ENs ) (ctbm  GID e Gahopale




METHASC%&

.................... e
Webinaire

25 juin —9h30

Changement d’échelle de la méthanisation :
du laboratoire a I'unité industrielle
(Méthascale)

‘atee () gt E

|
MERCI de votre attention
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Guide sur la
conduite des
essais pilote

Rédaction d’un guide en cours suite a un
workshop d’échange avec les acteurs publics
/ privés Nationaux travaillant sur la
méthanisation

ctbm G DF
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CNGIC

GranctNancy
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2026
“
. LBE eNGle Lab Crigen % ’.i S§2M

RESEARCH & INNOVATION

Evaluation de la robustesse de la biométhanation in situ

face aux surcharges organiques et d’hydrogene

L. Braga-Nan, M. Mahieux, Q. Aemig, C. Richard, J-P. Delgenes, M. Juge, C. Peyrelasse,
M. Zbair, E. Trably, R. Escudié
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Production de biométhane par digestion anaérobie

Cout de I’épuration du biogaz :
* 14323 % du colt de la production du

bioCH,
\/ * Principal moyen : séparation par

membrane ou water scrubbing

Biogaz X
) H,co, Autres

~50%-50% solutions ?

<>

Digesteur

, @ . — :
@ Eng ) (ctbm GI0F CnCS oD

EBA (2023) et ENEA 2017
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Enrichissement biologique du biogaz
4H, + CO, - CH, + 2H,0

Biométhanation Ex situ Biométhanation In situ

™ e e

I—_—CH4 * €0, \( | CH, + O,
* CH, + co, * CH, + co,

Digesteur Biométhanation Digesteur

—> Amélioration de la teneur en CH, Q

Opportunites
— Utilisation des infrastructures déja existantes
"atee @ UNIVERSITE -@® /o - e Meétropole
Angelidaki et al. (2018) SRR DF LORRAINE :"EN‘AIA @i)m G'\Dl' CNGIC GranCNa“cy
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Biomeéthanation in situ

Substrat
organique @

Dans la littérature :

\
Hvdrol — Inhibition de microorganismes syntrophes
ydrolyse — Inhibition des méthanogenes acétoclastiques
l — Accumulation d’acides gras volatils
. . Instabilité lié H
Aadogenese \é nstabilité liée au p P
Acétogenese
Acétate <« H, + CO,
CH,
azier et al. P =N m ’tr I
E/Iulat eta;. ((ggig)) atee @ BEI&]EEEEII-EIE NNNNN ‘AIA t')m G DF eNGie Grgnggr?cs

Wabhid et al. (2019)
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Biométhanation in situ: démarrage du procédé

Substrat Dans la [itté
organique p ans la litterature : ~
- Inhibition de I’hydrolyse
— Inhibition des méthanogéenes acétoclastiques
Hydro|y5e — Accumulation d’acides gras volatils
=5 l \9 Instabilité liée au pH P
Acidogenese \
7 \ [ 7 e . § \
Acétogenese Caractéristique de I'inoculum :
_ — Importance de la proportion des archées
— Présence de Methanosarcina sp.
- — Importance de la diversité microbienne
Acétate «— H, + CO, - J
ch, [Elb

atee UNIVERSITE . métropole
@DELDRRAINE NNNNN ‘AI A tbm G DF CNGiIC GramNgncy

Braga Nan et al. (2020)
Mahieux et al. (2024b)
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Qu’est-ce qu’on sait de I'adaptation de la communauté microbienne

Substrat m
organique

Hydrolyse
Acidogenese

}

Acétogenese

vz N

Acétate [«— H, + CO,

“ CH,

Agneessens et al. (2017); (2018)

Braga Nan et al. (2022); (2025)

Basile et al. (2020)

Mahieux et al. (2024a); (2025)

Adapté soutenance thése Margot Mahieux 18/02/2025
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a I'ajout d’H, ?

Adaptation de la communauté microbienne a I'ajout d’H,
- Promotion de I'activité hydrogénotrophe vs acétoclastique

- Croissance des méthanogenes hydrogénotrophes

- Méthanogenes versatiles vs acétoclastiques

Impact sur le processus de digestion anaérobie
— Promotion des interactions syntrophiques
— Amélioration de la consommation des acides gras volatils

- Amélioration de la dégradation de la matiere organique (MO)

e

e Meétropole
NNNNN CNGIC GrandNancy




Qu’est-ce qu’on sait de I'adaptation de la communauté microbienne

Substrat 2 I’ajOUt d’HZ ?
organique @ m

Montée en échelle du procédé

Hydrolyse 4
Acidogenese
' =
Acétogenese o
Dans la littérature
* Ajout trop important d’H, (ratio H,:CO, > 3:1) peut enclencher 'accumulation
p des Acides Gras Volatils (AGV
Aceéetate <« H, + CO, (AGY)

\/ e Surcharge organique peut étre mieux tolérée en conditions de

biométhanation in situ
CH,

"a UNIVERSITE @ " e, Mmétropole
atee @DE orane ENAT A (cthbm GRDF CNGIC GramNgncy

Luo and Angelidaki et al. (2013)
Tao et al. (2019)
Mahieux, M., These (2025)



Quel est I'effet de I’adaptation microbienne a I’ajout
d’H, sur les performances de biométhanation in situ
lorsqu’elle est confrontée a une surcharge organique ?



Matériels et Méthodes : Plan d’expérience

CVA 2,5 CVA 3,0 CVA 3,5
4 Semaines (~1TSH) 2 Semaines 1 Semaine

*CVA — Charge Volumétrique Appliquée (gMV.L1.j1)
*TSH — Temps de Séjour Hydraulique (j) g
e Inoculum : Communauté microbienne déja]

exposee a I'H,
(I®-© P& ©
Composntlon du substrat organique (%MV)

Lisier bovin (35 %)
CIVE séchées et broyées (30 %)
Soupe de biodéchets (11 %)

Controle de Biométhanation \Lactosérum lyophilisé (25 %) /
digestion anaérobie in situ

atee UNIVERSITE . métropole
@DELDRRAINE ‘AI A (€ tbm G DF CNGiIC GramNgncy
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Matériels et Méthodes : configuration et opération des
réacteurs

@ solencide valve Paramétres Valeurs
(2 H, Mass flowmeter p ) @&ﬁ ® ﬂ f@ﬂ : -
T i / CVA (gMV.LLj?) 2,536
(@ Data acquisition ’ TSH (jOUf‘) 29
() Micro GC =1 ]
= — \ \ Volume utile (L) 2,5
@ safety bottle - (T Y@ Recirculation du biogaz (mL.min?) 35
Gas meter ® U
(© Pperistaltic pump Injection d'Hz (mL.min'l) 2
pH meter .

. . 2:1->0.7:1
(D) Magnetic stirrer C Ratio H, COZ (V V)
(2 water bath : i @
== Hot water e Type de mesure Intervalle
m=mmmm Data acquisition (temps)
mmsm—  Biogas flow L_ _ @ Température et pH du réacteur 3 min

il S Débit production/injection de gaz 3 min
Composition de gaz 4 h

Données hors ligne (alimentation, AGV,

NH;-NH,*, communauté microbienne) 24h
"atee UNIVERSITE o® /i = . meétropole
o T DE LORRAINE EN‘AI A ct b m GQD r CNGIC Grandﬂgncy
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Résultats : composition de biogaz pour chaque CVA

Controle Digestion Anaérobie Biométhanation in situ
_ 100{ - ' : E : i _ 1001
=" [omzs 1-— 3 [cms]i 5o ) (oo | cass) (GiAes) [RERD
2 75 ’ : : 2 75 V; / / /‘ /"
s 35 /,
3 3 i -'f! / f/ / *'-’,,f,..l ?{M ® CH,
& 507 & 501 : : : : ‘
,,\..:\\\*-' M\ R W | oo
E 25 E 25 a\\ ® H,
01 , : , , : , 0{ : , ,
0 7 14 21 28 35 42 0 7 14 21 28 35 42
B Temps (jour) Temps (jour)
£ Pour les CVA les plus faibles Pour les CVA plus importantes
E * Composition du biogaz n’a pas été impactée
% * Alimentation en H, le weekend a modifié la
. composition du biogaz
E
=
atee (@) ENGTA (ctbm GRDF NGlfan Gnoic randincs
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Biogaz (NmL)

Résultats : production de biogaz pour chaque CVA

Biométhanation in situ

Controle Digestion Anaérobie (DA)

cva2,5 | cva3,0 | cvaz,o | cvass | cvass |IVAGOD
3e+04 T h h h ' ' ' '
2e+04
1e+04 1
Oe+001_| ; ; = ; , ;
0 7 14 21 28 35 42
Temps (jour)

Pour les CVA les plus faibles

* Production de CH, stable dans contréle et
biométhanation in situ

* Injection d’H, n’a pas causé d’instabilité du
procédé

Adapté soutenance thése Margot Mahieux 18/02/2025

Biogaz (NmL)

. ——
UNIVERSITE

[

CVA 2,5 ][ CVA 3,0 ][ cva3,0 J{ cva3s ]-

3e+04 1
] ® cH,
2e+04{ | ® Co,
1e+041 ® H,out
Vil / 2"
0e+00{ ! !
0 7
Temps (jour)
Pour les CVA plus élevées
* Production de CO, > Production de CH, dans le
réacteur contréle de DA
* Augmentation de la production du CH, :
25 % vs 42 % DA vs biométhanation in situ
— . Métropole
EN‘AIA tbm G D" CNGIC GramNgnog



Résultats : production des acides gras volatils

Contréle Digestion Anaérobie Blomethanatlon in s:tu
CVA CVA R CVA | '
_ | EEEE -- TR --
BRI i 5 5 H;'D 4f | i i ' o Acétate
S < | ' ' | | @ i ® Propionate
§ 5 | e Valérate
T o] : € 5l :
S 2 . @ g ° @
S | .. | § :
. ! ! . | ® ! ! ! . ! !
: | | : : @ : : : : | ' z ®e
o|® © 000 o0 ¢0 0%0 8oo | o9 o 9% age se 980 345
0 7 14 21 28 35 42 0 7 14 21 28 35 42
Temps (jour) Temps (jour)
* Accumulation des AGV a commencé plus tét * Impact neutre ou limitation de I'accumulation
en condition de DA par rapport a la des AGV lors de I'injection d’'H,
biométhanation in situ
UNIVERSITE = e Meétropole
@ DE LORRAINE EN‘AI AlC tbm G Dr CNGiIC GrantNancy
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Résultats : communauté microbienne

Contr6le DA

Biométhanation in situ

100% 1

75% 1

50% 1

25% 1

Abondance Relative (%)

0% 1

25 3 35 45 6

25 3 35 45 6

CVA (gMV- L'1j1)

Methanosarcina
Méthanogenes versatiles

—
n

Adapté soutenance thése Margot Mahieux 18/02/2025

Genus

. Bathyarchaeota (Phylum)
Thermoplasmatales (Order)

. Methanoregulaceae (family)
Methanobacterium

. Methanosarcina
Other

e

Methanobacterium + Methanoregulaceae (family)
Méthanogenes hydrogénotrophiques

(atee (@i ENGTA (ctbm GIDF

gPCR archées

10.0
9.5

9.0

5] g ¥ ;

l¢f e
e

log,,(C)

8.0

25 3 35 45 6
CVA (gMV- L'1j1)

® Contrdle ® Insitu

Pas de croissance des archées

Baisse en proportion des archées
pour les CVA plus élevées

e Meétropole
CNGiIC GrandNancy



Conclusions et Perspectives

* Efficacité de la conversion d’'H, >99 %
* Production CH, : Biométhanation in situ > Contréle DA M

* Accumulation de CO, a été limitée lors de I'injection continue d’H,

* Injection d’H, + Adaptation de la communauté microbienne ont promu la stabilité
du procédé de biométhanation in situ face a des surcharges organiques

Perspectives

 Quel est I'impact de l'injection d’H, en conditions stabilisées ?
* Quel est le rapport optimal entre I’H, injecté et la charge organique

appliquée ?

psgtée ENSTA (ctbm  GRDF e Gahopale
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Modélisation de la biométhanation in situ
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Pourquoi modéliser les processus de biométhanation in situ ?

Biogaz

A 4

N . | Biométhanation
Matieres Organiques > —> Digestat

in situ

a

H,

 Comprendre les processus lors de la biométhanation in situ.

e Anticiper le fonctionnement et les dysfonctionnements du procédé.

e Prédire la production de biométhane en fonction des parametres de fonctionnement.
* Contribuer au développement des jumeaux numériques.

e ENS T, (ctbm  GRDF e Gahopale




Spécificités de la modélisation mécanistique de la
biométhanation in situ

* Certaines voies métaboliques deviennent

plus importantes

* Prise en compte de l'apport d'hydrogene

(Hz2) en phase gazeuse dans le bilan matiere v

Acides Gras Volatils (AGV), alcools

* Transfert gaz-liquide : I'H: a une faible

solubilité dans I'eau

Matiéres organiques complexes

Hydrolyse

\ 4

Matiéres organiques simples

Acidogenése

Acétogeneése

Homoacétogénése

Acétate COz2+ Hj
* Taux de transfert de masse volumique Méthanogensse | OXvdation syntrophique de l'acétate
gaZ'I|QU|de ' Méthanogeneése Méthanogenése
acétoclastique hydrogénotrophe

Tg—1 = kLa(Cl* — Cl)

CHy

UNIVERSITE
DE LORRAINE

NNNNN
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Méthodologie : procédés a modéliser

Echelle laboratoire: 2,5 L Echelle pilote : 300 L

Recirculation biogaz H
2 | Recirculation Sortie biogaz Céne

biogaz [ d’alimentation

p

. o
L 2 d P L

Sortie biogaz Sortie biogaz phf:::?greess —b Digestat
Mati.é‘res__* —p Digestat Mati.é\res —p Digestat
premieres premieres
| - B
Biométhanation
T - TMéthanisation T - T in situ o o
Recirculation biogaz
Température (OC) 37'38 Mix d'alimentation Température (°C) 37_38
ICVA (kg MSV.m?.j1) 2,5a36,0 CIVE ICVA (kg MSV.m3. j2) 1,04 2,5
Injection d’H2 (mL.min-%) 2 Lisier injection d’H2 (mL.min-1) Variable
k;aH, (j?) 533 Biodéchets kiaH,(j?) 39
|
TSH (j) 29 TSH (j) 27-28
Perméat de lactosérum
*CVA : charge volumique appliquée . ) ' — ,
*TSH : temps de séjour hydraulique atee @ N RS EN"OAIA @bm GDr eN/-(Si\e g'lrgili‘r&ggls
4



Méthodologie : modele

LUAnaerobic Digestion Model N°1 ou ADM1 (Batstone

et al., 2002) comme modele de base.

Modification de I'équation différentielle de
I'hydrogene gazeux pour inclure l'injection d’Hz :

dSH2 . SHz,entréeQHz,entrée SHZ ans P Vliq
= - T,H,
dt anz I{gaz anz

Utilisation des mémes parametres dans tous les

systemes simulés (Segura et al., 2025), a I'exception du

kLa

UNIVERSITE

—
. atee
S$OC TION C INIQUE
EEEEEEEEEEEEEEEEEE

Biochemical

DE LORRAINE ENPA?A

ctbm GRDF

Co,

CH, H,0 Gas

W)
@ Composites _ -
’ 1% @; Liquid
> Inerts
o) O
e W TR

Proteins Carbohydrates Ligmds

Death/Decay,

/ O

, v

r AA MS O o
[ e - -

Nu;«}hflfi}.i» — { '\_

F/fCE'IAc.IIP]'.IIBu.li\-’n.CO:. NH, LCFA Y - apjm.pl Bur, Var, HCO,, NH* Lcr.é;-;
- . - ! - - 7

I| ‘/\ : O C\\
o, \\ J

- (_‘,m'.»Lh\ /CO( )IICI'.'J‘ . O
@ \ ) .;/f‘\< - o HO

CH,<- - - - - - - >| Gas

Microbes

< >
Physicochemical

(Batstone et al., 2002)

CNGIC
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Résultats : échelle de laboratoire

x1073 Méthanisation - gaz
7.0 [ e CHa - mesure '
T 6.0 - CO> - mesure
..... H----- Ha - mesure
CH4 - simulation
CO; - simulation
Hz - simulation

* Le modele représente correctement les données expérimentales
e Accumulation d’Hzsous forme gazeuse avec le modele a partir de la valeur mesurée de k;a

"a UNIVERSITE @ . e, Meétropole
atee oe Lorkane ENAT A (cthm GRDF CNGIC GramNgncy

NNNNN



Résultats : focus surle k;a

x10¢ Biomeéthanation In-situ - gaz

7.0
x103 Biométhanation In-situ - gaz —
‘_: 7.0 : : T T ;—- 6.0 /I
E 6.0 £ 50 22t
< — S A
N 5.0 - Fﬁl 2ol 3
o s . \ . -
S 408, S s “ee Wt ab b . k;ade533j1a 3000j? =30} 0 R
: e =[5
S D 1.0 | N A
O 0_0 - .1 . . . e ek L =
a 0 1 20 30 40 50
Temps (j)
Distribution de la DCO
70 0.2

Sous-estimation de la production de CH4 au .

0.2
cours des 3 premieres semaines avec le 50
modele g
30
\ . ] 20
Hypothese : |'ajout d'H2 influence ‘ 0
0

positivement la biodégradation du substrat

g DC
o

o
(o]
(=]
(o]
v
S
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Initial Final Initial Final Initial Final
(Modifié de Mahieux, 2025) W Hydrogéne  m Substrat organique  ® Méthane M Acides gras volatils
- - >
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Résultats :
(] @;? 06 I I
E CH; - simulation
4 H = e — CH, - mesure
échelle pilote 04 : —
O r
» , o 02 i
Condition Abrév. Jours H 9;'1
Méthanisation-Montée en charge M- MC 0-31 3 0 :
0
Méthanisation M 32-101
Biométhanation — 0,5H,/1CO, 0,5/1 102-150 =06 |
. , . E COs - simulation
Biométhanation - 2H,/1CO, 2/1 151-199 3,04_ _____ A CO, - mesue | |
Méthanisation M 200-206 9’: '
s, ashopttlonbitat |
3 AATTTTTTATRARANY
* Bonne représentation des = Ug 50 100
données expérimentales. Temps ()
0.6 |
Hs - simulation
04+ % Hy - mesure | |

e Légere surestimation de |I'H2
en phase gazeuse avec le
modele utilisant la valeur

Débit de Hy, (Nm3/j)
o
(%]

o

50 100 150 200
S— Temps (j)

UNIVERSITE & ., e, Métropole
@tee oe Lorrame | & NAT A @bm GDF CNGIC Grandﬂgncy

mesurée de k; a.
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Résultats : focus surle k;a

= 0.6 I T
E H, - simulation
= -
Sy + H; - mesure |
~ *
@ N &~ #l'. |
S 02 P P -
E _ f ',." A : Wy g # -y "]:.
0 50 100 150 200

Simulation du réacteur de biométhanisation in

SRy : .y
situ a I'échelle pilote avec le k;a calibré k,ade39ja 100"
manuellement

= 06 | | | |
= H, - simulation
= 04+ | + H- - mesure |
T %
@ L
S o2f 2 ety :
2 . o PR

D !

0 50 100 150 200

Temps (j)
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Résultats : focus surle k;a

x10-3 Influence du k a en régime permanent

. . - \ .

« Simulations en régime permanent a 10[ oo ¢ ¢t
'échelle du laboratoire =  CO;
3 i1 ‘ E 30 * Ha
e CVA=3,5kg MSV.m=.j =3 Aaa
s N ._1 N A a A A A A A
 kjaanalysé de 50 a 3500 S 20fF]
=) *1*
Echelle laboratoire = | k;ade533j'a 3000 j* § 0 o
Echelle pilote —_— k;jade39jta 100j? 0.0 | X ~ L
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
kea (1)

* Pour des valeurs de kj a plus élevées, la différence de concentration entre les phases liquide et
gazeuse diminue, et I'amélioration du transfert nécessite des valeurs de k; a plus élevées.

* Des facteurs biologiques supplémentaires (facteur d'amélioration biologique) pourraient influencer
le taux de transfert de gaz (Jensen et al. 2025).
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Pour aller plus loin : différents systemes de diffusion a
I'échelle pilote

Systeme de diffusion # 2

Sortie biogaz Cone
‘ d’alimentation

y

Matieres
premieres

—p Digestat

o

Diff

Recirculation
biogaz

kLa HZ =37 j-l

UNIVERSITE
DE LORRAINE

Systeme de diffusion # 3

Sortie biogaz Cone
4 d’alimentation

Matieres premieres . : :
—

Recirculation L
biogaz

—p Digestat

-

__‘_‘

Recirculation digestat

k;a H, estimé a |'aide du modeéle : 200 j*

@ = e Meétropole
ENATA (ctbm GQDT CNGIC GramNgncy



Pour aller plus loin : différents systemes de diffusion

; ‘E ' CH, - simulation ‘;’E ' CH, - simulation ' ' ' '

g Z — -8 — CHy - mesurs ’I , .‘ ‘ p’ Z — - — CHy - mesure
- Elrpryvi bl m* * w.-mmul i 2o iz txsappotiod atanny
s Q ’./ ‘." | I? [ | A (@] ‘? | ‘/] ! # ’/1 f |. ﬂ : | i f
: 2 0'2[1l ﬂ |.' | | /\tf é& KW% x v 8 02 I fx il ?( l ,\rk Iy ﬂm ‘hf fﬂlﬂ " / }.‘ ‘{ fh i |I -
~ IV, ' N Y = 1 # 1TEY
: E ; g |
= 0 80 100 140 150 180 150 200 250 300
2 Temps (j) Temps (j)

c ~
2 ;5; T T \ 1 ;;E' 0.6 T I
N ———— (0, - simulation CO, - simulation
% < - masure < o4 A CO; - mesure | |
© N o
50
= © © ;

o o) @ 0.2- o ‘ y i Wi : yyw fabat A vy, b A \ 4 .lr A A -
5 B S NN UL T pnss L (et pan
o I 3 | T ! | | "l I | ' A

> W p 0
o e’ 2 40 60 80 100 120 140 160 180 8 % 50 100 150 200 250 300
ﬁ Temps (j) Temps (j)

'F,._a = 06 T T T \ 1 = 0.6 T [
o M Hy - simulation e H, - simulation
§ € 04+ 1; ----- Fo Hy - mesure Z o4k 4 Hp - mesure | |

3 I I
= B2k ’ 41 S o2 -
S B3 K o Ok m i =
= 2 % RRRK K , 2 : .

1 0 M | | | 0O ! Pl A P L i . F A A A A E S F .
o 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 0 50 100 150 200 250 300
b Temps (j) Temps (j)
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Conclusions et perspectives

UADM1 constitue une bonne base pour la simulation des processus de biométhanisation in situ.

L'injection d'hydrogene a probablement amélioré la dégradation de la matiere. Toutefois, des
expériences spécifiqgues doivent étre menées pour confirmer cette hypothese.

Le réacteur a I'échelle du laboratoire a présenté un meilleur transfert de masse que le réacteur a
I’échelle pilote.

Le k;a a d( étre augmenté de de 533 j1a 3000 j*a I'échelle du laboratoire contre 39 j1a 100! a
I'échelle pilote.

Le troisieme systeme de diffusion testé a I’échelle pilote, qui consiste a injecter de I'hydrogene dans la
boucle de recirculation du digestat, a montré la meilleure conversion d’Ha.

Approfondir I'étude de la dégradation de la matiere dans la biométhanisation in situ.

Comprendre les mécanismes de transfert de masse dans la biométhanisation in situ et les différences
entre les valeurs k; a mesurées et celles déterminées a travers des modeles.
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Merci de votre attention
Vous avez des questions ?
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Verrous de la Digestion Anaérobie... Motivant le développement de I'Electrométhanogénése.

0.6V 08V 10V
o 0 Fraction élevée de CO, dans le biogaz Ty o “ :":m ™
o < . [ ——CH, = A= CHy
~N g 2
4 _ 2 0\ iisa e o £ 6l
g T Teneur en CH4 et ‘l’ C02 2 sof g. Source: Gao et al. (2022)
g .g i:: g g fﬂﬂ\’v—w
= oﬂ 10 20 30 40 S0 ; 00 10 20 30 40 50 60
I: Time (day) Time (day)
.2
5 a Rendement de production de biogaz limitée e oum [*%5
..'E ~5,100- - Eco,mi) .0_308
p . . 0 140 =]
= m===) 1 Rendement de production de biogaz S o] 0253
Eb gm- 7 °-2°§' Source: Flores-Rodriguez et al. (2019)
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g Ly L0.05
(L) 204
£ Applied Voltage
0) 70
B e Matiére organique récalcitrante R G e
i =
& mmmm) 1 Efficacité de dégradation du substrat
‘§ g " Source: Huang et al. (2022)
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0 S 20 25 30 38 40 45 50
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L’électrométhanogénese, qu’est-ce que c’est ?

ﬁrocédé bioélectrochimique dans lequel les interactions entre Ie}
microorganismes, dans les biofims et dans le milieu, et les

, . , . . , aly, _
électrodes, auxquelles une tension électrique est appliquée, £ IG %
permettent I'oxydation de |la matiere organique en :

et a ,ﬁ;\
I’anode, et la production de par reduction du a la cathode.

Améliore les rendements de production de biogaz o
Ameéliore la composition du biogaz en méthane

\- Valorise le surplus d'électricité renouvelable : Power-to- e
Gas

A
CNGIC Production de biomethane X 10 pour 2035
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Les mécanismes anodiques de I’électrométhanogénése

Transfert Direct via
des Cytochromes
Externes

Transfert via des
Nanofils

Réduction 0

&

Médiateurs C Transfert Indirect

=

O Oxydation

Source: Thése Moscoviz et al. (2017)
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Les mécanismes cathodiques de I'’électrométhanogénése

e e Mécanismes bioélectrochimiques
o - : " PY— - - P
Mecanismes \ f Mécanismes biologiques médiés par un \
biologiques matériau conducteur
m ) -
Direct Indirect

Méthanogénése Meéthanogénése

hydrogénotrophique acétoclastique /\\ ",ﬁ\b
@ @ Transfert Transfert d'électrons Transfert d—.rérg:j:ggs dggg:ﬁ:g
d'électrons microbien inter- d'électrons microbiens via microbiens via

H, abiotique acétate

microbien especes direct microbiens via
H, biotigue

y Ly &
OD

@L D

\_ HM AM J
S G

Méthanogenes Bactéries Bactéries
productrices &'H,  acétogénes

hd

DMET DMIET BH,MET AH,MET AMET

@ \ DEET DEIET BH,EET AH,EET AEET/
Bactéries transfert  Potentiel cathodique
d'électrons appliqué
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Les mécanismes cathodiques de I'’électrométhanogénése

- =

» Comprendre les différents mécanismes anodiques et cathodiques de 'EMG
sur substrats complexes par I’expérimentation.
» Optimiser le procédé en quantifiant et controlant ces difféerents mécanismes.
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Matériels et Méthodes

Substrats

Intrants frais

Digestat

Electrodes

Feutre de
carbone

Brosse de
carbone

—
n

atee

(=

ASSOCIATION TECHNIQUE
ENERGIE ENVIRONNEMENT

Réacteurs

EMG

Principaux appareils
analytiques

Témoin DA Analyseur de gaz
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La nécessité d’un biofilm anodique en électrométhanogénese

Réaliser un premier essai d’EMG en réacteur une chambre sur substrat complexe avec deux polarisations cathodiques différentes

Matériels et Méthodes Résultats Discussion
Volume — — - —
* Inoculum = Digestat produit CH, H,S - —
(NmL/gMV)

* Substrat = Melange complexe  TémoinAD 136%+8 0,17 %0,01
Fumier, lisier, biodéchets, paill
(Fumier, lisier, biodéchets, paille) EMG 0,8 11846 0,03 0,01

e E = -08 V vs. ECS > EMG_1,2 56 0,00 £ 0,00

cathode
Favoriser le Transfert Direct

d’Electrons (DET).
e E = -1,2 V vs. ECS -

cathode
Favoriser le Transfert Indirect

Médié par I'H, (HMET).

Fod

g
e

|:> Baisse de 13 % de la production de
CH, en EMG_0,8 vs. DA.

[Cat.ﬁ;jd

5
U

I:> Diminution significative de la
production d’H,S.

Ces résultats semblent démontrer I'importance du biofilm anodique en
électrométhanogénese.



L'effet de la nature du substrat en électrométhanogénese

Réaliser un essai d’EMG avec développement de biofilm anodique sur différents substrats complexes et deux types d ’électrodes.

Matériels et Méthodes

Phase 1A: Anodic Biofilm Development, Microbial Community Activation, Replicability Test

Développement biofilm anodique ' : ‘ ‘
° sur substrat mixte complexe et
test de réplicabilité
| || J | J

Phase lB Anodic Biofilm Development, Nature and Concentration Substrate Test

Développement biofilm anodique s +X

e + différenciation des substrats 'ﬁ'a‘ @glﬁl

complexes

Phase Y - Electromethanogene5|s Nature and Concentratlon Substrate Test

1
ﬂ' E.node = -0,1 V vs. SCE
|
Electrométhanogénése a 1V avec f I i g \ { |
différenciation des substrats = = =1 = : =

complexes EI m m
\
AD AD
Tested x )
= e
' ¢
S X

|
&
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L'effet de la nature du substrat en électrométhanogénéese

Réaliser un essai d’EMG avec développement de biofilm anodique sur différents substrats complexes et deux types d ’électrodes.
Résultats

Phase 1A — Développement Phase 1B — Développement biofilm
biofilm anodique anodique + diversification substrat

25 / \
—— Brosse_S

20
—Brosse_S+X
15 | — Brosse_X

Current Desnity (A/m?)

0 :
10

50

Time (days)
Développement d’un Influence de la nature du
biofilm anodique substrat sur le courant produit

Le substrat complexe, plus riche en macromolécules dégradables, induit
la production d’un courant plus important et plus stable que le digestat.

Plus de courant = Conversion plus efficace du CO, en CH, ?



L'effet de la nature du substrat en électrométhanogénéese
Réaliser un essai d’EMG avec développement de biofilm anodique sur différents substrats complexes et deux types d ’électrodes.

Résultats

Voie biologique

Voie bioélectrochimique

I:Ft::kHucoz
>

TeSted res igestate
50% ) m Brosse_S Substrates + .‘F + E :::oml:)l[;xg substrate (manure,
m Brosse_S+X ay @J W) Direvne aheamed hors

o 40% = Brosse_x S X S + X batch cycle

I
q
6 30%
~ La contribution bioélectrochimique dépend du substrat : <10 %
I—I 20% du CH, total pour S vs. ~20% pour X.
v
I
O 10%

0% R i ﬁ Importante disponibilité de macromolécules fermentescibles =
(6] . . o o \
DA fonctionnelle donc contribution faible du systeme
7 8 bioélectrochimique.
Cycles




L'effet de la nature du substrat en électrométhanogénéese

Réaliser un essai d’EMG avec développement de biofilm anodique sur différents substrats complexes et deux types d ’électrodes.

Résultats

Voie biologique

Voie bioélectrochimique

Average cycles 6, 7, 8

0 +
%~ H" + CO,
2
100% Tested + [ Fresh Digestate
O BI'OSSG_S Fe Utre_s Substrates [I" T‘F LU [[] Complex substrate {(manure,
i ; slurry, straw, food waste)
80% | BI’OSS e_S+X Feutre S+X i ‘! ot @ [ pigestate obtained after a

< - S X S+ X batch cycle
o mBrosse_X Feutre_X

J 60%
I
()
o 40%
=
o 20% I

<
I
E T

. 0% k |
-20%

Globalement, 'EMG permet de produire plus de CH, que
la DA.

Méme sans différences significatives, cet effet de 'EMG
semble également dépendre de la structure des
électrodes.
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Conclusions et Perspectives

La nécessité du biofilm anodique.

* Peu d’information dans la littérature a ce sujet,
* Biofilm anodique indispensable au bon fonctionnement de 'EMG : limite la production d’0O, et stabilise la production de CH,.

L’effet de la nature du substrat sur I’électrométhanogénése.

* Nature du substrat / concentration en macromolécule fermentescible primordiale en EMG,
* Modification la contribution bioélectrochimique et donc impacte les performances de production de CH,.

* Activité électrochimique liée aux performances du procédé d’EMG mais de maniére non linéaire,
 D’autres phénomeénes, notamment liés aux électrodes et a leur structure, comme I’encrassement des électrodes ou la
compétition entre EAB et méthanogeénes, impactent les voies métaboliques de la production de CH,.

Explorer les interconnexions substrat—électrode afin d’identifier les conditions limitant

° Identifier et quantifier la compétition entre EAB et méthanogenes.
a I'encrassement et la compétition microbienne.

MERCI A TOUS POUR VOTRE ATTENTION !

DES QUESTIONS ?

annelaure.borg@engie.com
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PROCEDES ET VALORISATION Animateur

DIGESTATS : CONCEPTION, VALORISATION ET DURABILITE Romain Grault

nxlcolasAuvinet, OPAALE INRAE

Impact des criteres de conception des unités de méthanisation sur le potentiel méthanogene
esiduel du digestat

ulie Jimenez, LEEINRAE
METHASOLCN : Méthanisation et retour au sol - prédire la minéralisation du carbone et de
[’azote des intrants et digestats par des méthodes spectrales

ndieJimenez, LBEINRAE

Une stratégie combinée acidification-séchage pour ameéliorer la valorisation
agronomique des digestats . devenir de la matiere et des contaminants

n\bs'mAhned, LEEINRAE

Optimisation multi-objectif d’une filiere de méthanisation : eévaluation de la production
durable de biogaz et de la gestion du digestat sous variabilités saisonniéeres
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PREDIGEM _ Impacts des solutions de traitement du

digestat sur les émissions de méthane au stockage.

Equipe projet Inrae UR Opaale : Nicolas Auvinet, Romain Girault, Fabrice Guiziou, Guillaume Nunes, Martine
Sarrazin, Anne-Cécile Santellani, Matheus Viera
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Présentation de I’'étude
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 |dentification de solutions de traitement du digestat existantes et leurs
évaluations a différentes échelles

Wi

Mesures pilotes 1m?

Mesures sur site

* Développement et évaluation d’un outils de prédiction
des émissions de méthane au stockage

* Financement
GDF INRAZ

GAZ RESEAU
ISTRIBUTION FRANCE



Temps de séjour tres long
Stockage sans chauffage avec récupération du biogaz
Séparation de phase
Hygiénisation
Mais aussi :
 ajout d’adjuvants
* micro-aération

e dégazage



Protocole de mesures des BMP
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Mesures du BMP

e Réflexion autour des parametres de mesures des BMP

Durée de

conservation
24h / 72h

Effet

température
20°C / 38°C

Température de

conservation
20°C/ 4°C/-20°C

Durée de suivi
40j / 60j

Présence /
Absence
Inoculum

Parametres de préparation
de I’échantillon

Parametres de mesures
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Durée de conservation - Peu d’effet entre 24 et 72h mais Lancement des BMP le plus rapidement
certaines mesures montre des possible apres prélevement < 24h/36h
variations a 72h

Température de - Peu d’effet entre 4°C et 20°C dans  Conservation a température ambiante
conservation le cas d’'une durée de conservation
faible
++ Effet de la congélation (> 20 %) Pas de congélation des échantillons
Inoculum - Pas d’effet significatif (hors Présence d’inoculum

congélation)

Température +++ 20 % d’écart en moyenne entre Mesure du BMP a 38°C
20°C et 38°C mais avec corrélation
entre les deux mesures BMP,,.. =
60 % BMP ..

Temps de mesure Peu de production de méthane sur Mesure sur 60 j
cette période. Difficulté a évaluer
I'effet a cause des incertitudes de
mesures



Identification des installations de méthanisation

* |dentification avec I'aide de 'AAMF et AILE e
AGRICULTEURS
* Intégration d’effluents de différents types : INAY Vs
 Bovins
* Porcins lile
s s initiatives
* Vegetaux gﬂ\e/irr%ir?nement

* Pour chaque site :
 BMP avant solution de traitement du digestat
 BMP apres solution de traitement du digestat
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Typologie des installations

Type d'effluent {majoritaire)

* 14 installations =

T~

Exploitation bovine, traitement du digestat

<
<

m Bovin = Végétal = Porcin

@

m Stockage récupération biogaz

= Séparation de phase m Stockage récupération biogaz

= Séparation de phase
" Temps long B Temps long
m Stockage récupéeration biogaz + ® Temnps long +séparation de phase
séparation de phase

« Temps Stockage avec | Séparation de | Couplage de
Traitement long » récupération phase procédé
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> 100j de biogaz

JRI

Nombre 2 7 2 3
d’installations




Agitation pendant =~ 20mn
Vidange des volumes morts

Conservation:

* Température ambiante
* Durée < 24/36h

Avec inoculum
Condition de mesures :
e 38°C
* 60 jours
Triplicat
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Solution de stockage du digestat avec récupération de biogaz

(-]
= BMP résiduel du digestat en fonction du temps de séjour
~N
2 . 1400
©

Kel
- E
= 2 12.00
® 3 ' m
5 s
| [J]
- 2 10.00
o) 2
- m©
2 z 5
= £% 800
< 5 2
= T ©
v O S
= £
N = & 6.00
S =5
=) 38
n=n % S 4.00 N

« O .
.‘% % \
3 E - N "
= & 200 - - u
@ g o
L= €
= T
9 2 0.00
g g 0 50 100 150 200 250 300 350 400
?j o Temps de séjour (j)
(%)
‘o
g B Filiere mixte, sortie digestion mésophile I apreés stockage du digestat avec récupération du biogaz ® Filiere 100% végétale, sortie digestion mésophile «=Tendance
o VAl L] . L] V4
=
B  Temps de séjour solution de traitement sont estimés
o
-

e Effet temps de séjour jusqu’a = 100j

e Sur solution de stockage : effet temps de séjour + diminution T°



Solution de stockage du digestat avec récupération de biogaz

(-]
S
o Abattement du BMP avant/aprés stockage avec récupération de biogaz en fonction du temps
S
£ de séjour mésophile
i 80.0
= 3
© o
N >
| T 700 Y
c ©
o EN Y [
g c
a = 600 | )
.E g ...............
g 5 N R ®
e R I ._,’
- T = o e
© S e e e
% % 5 ® .
@ £ 400 ®
v 0
S E S
= -
[} -
g § 30.0
£ 2
0 3
= c 200
(8] o
= =
= S
(8] ©
Q 2 100
2 .
» 3
lm §
e s
5 0.0
2 0 20 40 60 80 100 120 140
_' Temps de séjour mésophile (j)
o

* Moyenne autour de 50 % de réduction (+/- 9 %)
* Taux de réduction diminue avec l'allongement de la phase mésophile




Séparation de phase

Evolution du BMP résiduel sur les sites avec séparation de phase (Nm3/Tmb) en fonction du temps de
séjour du digestat en phase mésophile

14.00

12.00 o

Effet stockage +
séparation de
phase

/;\
+ +
400 presse a vis

2.00 v

0.00

10.00
8.00

6.00 Temps Iong

Centrifugation

BMP résiduel avant/apres séparation de phase (Nm3/Tmb)
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@ Avant séparation de phase Apres séparation de phase




Presses a vis
Y moyenne = -53%
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e Centrifugation:>70%
PaV:=~50%

Réduction du BMP :
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BMP en fonction du biométhane valorisé sur le site

[J % production aprés solution de traitement du digestat

TSM (jours)

e Solutions de traitement permettent la diminution de la part d’émissions de méthane au stockage
* 50 % des données entre 5 et 11 % avant solution
* 50 % des données entre 2,7 et 5 % apres solution

* Pourcentages inférieurs pour méthanisation végétale car production de biométhane plus
importante par tonne de matiere brute
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'; Représentation du pourc-entage c?lu BMP mes.urle par rapport a la 18% . o
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70%
e Taux d’expression moyen autour de 35 %

* 50 % des valeurs entre 25 et 42 %
 Diminution de la dégradation de la matiere en lien

60%

50%

avec la température

40%

30%

* Abattement des émissions de CH, (sur 2 sites) :
e 40a70%

20%

Taux d'expression du potentiel méthanogeéne (mesuré 38°C) lors des
expérimentations de stockage sur pilote (durée > 5,5 mois)

10%

0%



Solution de stockage du digestat avec récupération du biogaz
e Valorisation du biogaz restant dans le digestat
e Allongement du temps de séjour de la matiere
* Diminution de la température
* Durée du stockage n’est pas toujours la méme au cours d’'une année

Solution de séparation de phase
e Séparation de la MO

Il ne s‘'exprime pas en totalité en situation réelle

Suivi des effets de saisonnalité
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Merci de votre attention

J Contact :
nicolas.auvinet@inrae.fr
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Méthanisation et retour au sol — Prédire la
minéralisation du carbone et de I'azote des digestats
par des méthodes spectrales

J. Do Souto Soeiro?, E. Latrille!, R. Servien?, B. Zennaro?, J.-P. Steyer?, J.-C. Thoisy3,S. Houot?3, J. Jimenez!

1 INRAE, LBE, Narbonne, France.
2 INRAE Transfert METYS, Narbonne, France.
3 Université Paris-Saclay, INRAE, AgroParisTech, UMR ECOSYS, Palaiseau, France.
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Contexte: Méthanisation et devenirdu Cet N

Méthanisation des résidus organiques:
double enjeu de transitions énergétique et
agroécologique

__,..«.Bi"g“q * Production énergie

* Recyclage agronomique des digestats

Cbiodégradable

afon  Sépuaton  Stctap . Sources de variabilité et usage du C et N :
o o synergies et antagonismes
INTRANTS METHANISATION POST- DIGESTATS
TRAITEMENTS
C CIabile/stable ?

Potentiel amendant
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Contexte: Méthanisation et devenir du Cet N
Méthanisation des résidus organiques:
compromis double enjeu de transitions énergétique et
- agroécologique
* Production énergie
* Recyclage agronomique des digestats

Biogaz 9
Y

-} ...... .)._' geeees > | @ . .,
oo Sépration Stockage a Sources de variabilité et usage du C et N :
o synergies et antagonismes
POST-
INTRANTS METHANISATION TRAITEMENTS DIGESTATS o ] ]
Optimisation : gestion des compromis
Projet FertiDig, 2024
Indicateurs du degré de minéralisation C
et N dans le procédé et dans le sol ?
UNIVERSITE & . e meétropole
ot LorraINE - NWA T A ctbm GQD[ CNGIC GramNgncy




BMP BNP
1200

S
o 900 %0
- S“ =
3 - : :
Py Routine = >
- S 600 2
= Catalogue Z £
® . a N
N laboratoires = Z
I: > 30 jours 300
.2
=}
2 50 e
&

. . B BMP (n=70 BNP (n=66
- Méthanisation i L (=79 (n=68)
s Peu utilisé
50 Littérature i Nmino1

. . min min

2 Intrants divers > 30 jours . .
s
® ] .
> 40 4
g 60
«= [ 2 -
2 | a
(8] : < R
E : : i E 40 ;
o | ihils | E £
g N (CetN) BAA) 5 £ -
3  Agroécosytemes : e
S | 20 .
£ | Norme AFNOR I 20 g
3 E FDU 44 163
- 91 jours 0 e 40
= Cming1 (n=139) Nmin91 (n=105)

Guilayn et al., 2019; Fernandez-Dominguez et al., 2021; Jimenez et al., 2025



Indicateurs et variabilité

Variabilité des cinétiques de minéralisation des digestats par intrant

Minéralisation du C - moyenne * 1C95% Minéralisation du N - moyenne + IC95%
—— CIVE —— CIVE
50 A Biodéchets Biodéchets
Fumier 251 Fumier
= |isier non ruminan t = Lisier non ruminan t
20 4
40
15 1 -
\8 \3 10
= ©
5 §
£ £
£ £ 5
O 20 A =
0 |
10 "y
Différents comportements: forte
=10 A 7 . . . I .
0 minéralisation vs immobilisation
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Jours Jours

Besoin de mieux décrire la qualité de la MO pour prédire et comprendre



Piloter et optimiser la méthanisation avec des outils de
caractérisation fine

Indicateurs : méthodes longues et colGteuses, mesurant la
minéralisation mais peu explicatives des propriétés de la MO

Méthodes de caractérisation rapide et fine de la MO (C et N):
Outils de prédiction des indicateurs de la filiere
Outils de caractérisation communs aux intrants /digestats

BMP et Cmin sur produits organiques
avec quelques digestats (Jimenez et
al., 2017)

FlashBMP (Lesteur et al., 2011)

Prédiction ISMO (Peltre et al., 2011), @

6% digestats 4:3 =

PAIN. D o PN

Quel est le potentiel du NIRS et de I'ISBAMO pour prédire la minéralisation du C et de N des
digestats ?
Les modeles de prédiction peuvent-ils aider a mieux comprendre les déterminants
gouvernant cette minéralisation ?
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Matériel et méthodes

 Minéralisation Cet N : mcubatlon sur soI (Norme FDU 44 163)

Mesures a différents . w
C02 temps (91 jourS) 50 T
AR s
C organique — o s L 5 —
N mineral ‘
DIGESTAT 6,90% C 13,32% Norg

Standard Error of Laboratory, inter-laboratoire

o
(o]
(=]
(o]
v
S
©
€
()]
—
=]
©
~N
]
|
[=
o
=
@©
g
c
©
=
=)
‘o
S
N
©
oo
9
o
=
9
)
©
>
o
(=
s
)]
=
%)
S
(]
-
o
[J]
o
(%]
(V]
‘o
[=
S
=]
=}
=
1
4
-

‘e Apports de 2 gC/kg sol dans tous les cas
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Matériel et méthodes Sappiow,

» Caractérisation des digestats: proche infra-rouge (NIRS)

Lyophilisé-broyé 1 mm

Water peak

Water peak

0.6
0.8
1

06
L

ABSORBANCE

ABSORBANCE
0.4
REFLECTANCE

0.2

T T T T T T
1400 1600 1800 2000 2200 2400

0.0

T T T T T T
T
1 045 0.50 0.55 0.60 0865 0.70

NIRS used for the analysis (Nirflex BUCHI) WAVELENGTH
Reflectance mode (4000 — 10000 cm™) TR

WAVELENGTH

Prétraitements (Zennaro et al., 2023):
- SAVITSKY-GOLAY (derivative 1 polynomial 2, window of 13)
- SNV

Mesure des vibrations de liaisons chimiques (harmoniques et combinaisons)



Matériel et méthodes

e Caractérisation des digestats: ISBAMO®

IHI-ll: Proteins-like

IV: fulvic acids-like;

V: glycolysed proteins;
VI: melanoidins-like,

—» Cent_r'lfugation 18600g MOD: MO dissoute lignocellulose-like,
20minutes (MO disponible) humic acids like

Filtration 0.45pm Vii: humic acids like

& &8 § 8 8 ¢ 8 % §

T
i
<
r N -
accessibilite 3 )
pH=8,T=30°CX 4 = o
Water+CaClz 10mM :E g

2 g

pH = 10, T=30°C X 4 REOM: mo facilement extractible 8 s -

NaCl+NaOH 10mM (Protéines, lipides) g = -
=

S 0

pH= 14, T=30°C X 4 I> ] 0

NaOH 0.1M »

pH=2,T=30°C X 2 PEOM: mo difficilement extractible

H2504 72% w:w (cellulose, hemicellulose) w 2

NEOM: Mo non extractible

X
o0 —
(lignine-like, humines) ?:‘\\e(\‘i’ / \imsswn wavelentgh(nm)

/ Mesure DCO et N
Pourcentage de

fluorescence par zone
pour chaque fraction
extractible

Fractions accessibilité
DCO et N

Jimenez et al. 2015; 2017

Thermo Scientific™ Dionex™ ASE™ 350 Perkin ElImer LS55



Matériel et méthodes Studic

e Modeles

— Comparaison modeles linéaires (Partial Least Square Regression, PLS) et non linéaires
(Random Forest, RF)

— Stratégie « Bootsrap »: 200 modeéles avec 80% données calibration/20% validation
— Indicateurs de qualité du modele sur les données de validation

n n n
1 3 1 var,_
MAEP = EZ'% — ¥ RMSEP = Zz(y" —5)? ©  SEL= z k-1
i=1 '\1 i=1 V k=1 n

— Beta coefficients (PLS) ou VIP (RF): poids des variables explicatives sur Y

pst. ENSY) (ctbm  GRD e ook
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Prédire C et N minéralisable au sol des digestats: performances

CMIN91 — RMSEP par bootstrap NMIN91 — RMSEP par bootstrap
PLS significativement Performances
1601 meilleur que RF 1 ‘ RF = PLS
: SEL = 6,90% =" SEL = 13,32%
% 10.0 ‘é’
RMSEP "] : RMSEP
7.51 — 1 4 — 113
' SEL ’ SEL

NMIN91 — RMSEP par bootstrap . . .
RF significativement

meilleur que PLS

CMIN91 — RMSEP par bootstrap

151 PLS = RF 304
PLS légerement meilleur |

=
w
N

SEL = 6,90% SEL=13,32%

©
oy
o

@/ 5" RMSEP _ . _ ? RMSEP _
o SEL ) ‘ SEL

ISBAMO

71 : : RF PLS
RF PLS




Prédire C et N minéralisable au sol des digestats: performances

A

ISBAMO

Brut ou liquide Autres Situations dont majorité végeétaux

@ Brutvoie
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Brut ou liquide majorité fumier lisier de ruminants

@ Solide boues L 4

—

30% des digestats
mauvaise prédiction

Potentiels prédictifs NIRS et ISBAMO sur Cmin 91 et ISBAMO

Brut ou liquide majorité lisier de non ruminants

Solide majorité fumier lisier de ruminants



Que révelent les modeles sur la minéralisation des digestats ?

Tentative d’identification des signatures chimiques impactant la prédiction de Cmin 91 et Nmin 91

Charnier, 2016

Beta coefficient (bootstrap mean)

PLS beta coefficients — CMIN91 vs NMIN91
C-H+C-0 C-H aliphatiques

Carbohydrates-like
N-H + C=0
amides/

v \ l protéinis-like
1 & : / )

Signatures chimiques globales de la matiére organique associées aux composés e
carbonés (Cmin 91) et azotés (Nmin 91) MiNe!

b W " it . -
Ly A I L 3 (1S 3 4 7 gV &
’ . Y A\ AT ’ . ) s || R
v 12 - g b s \/s ' U
5 ] . 1 .9 ] Y
AES [ o s 8
g . I
T 1 |
3

C-H
aliphatiques H20

0.0

N\

. N_H \ C=O :". N_H .+ C_N \
- amides/protéines- H20 Protéines-like C-H + C=C
like aromatique-like/lignine-
12350 1500 1750 Wavelength (nrm) 2000 2230 2500 Iike

—
n
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Que révelent les modeles sur la minéralisation des digestats ?

((e)
8
o PLS — Top 20 loadings (bootstrap) N_min91 — Top 20 RF variable importance Effet Nmin 91
S
©
£ SPOM_DOM —— sron_bom Gt
) SPOM_3 [
(o |
5 PEOM_5 =
- SEOM_3 [ REoM ++
o REOM_3 =
Ic REOM_2 = DOM_N_SPOM_N -—1 +
2 PEOM_4 =—
)
2 REOM_ — -_. N
e REOM —=—
2
f SPOM_2 __. SEOM_N ‘ -
§ PEOM_1 -
N SEOM_2 = on
& SPOM_4 —_— -
o SPOM_6 —
£ REOM_5 —_ REOMN E - /neutre
E= SPOM_5 —=a
M
> PEOM 6 —_— PEOM N _NEOM N
3 = -_‘ neutre
£ REOM_6 —S
- PEOM_7 —_— ._. ‘
= NEOM — neutre
E 025 0.00 025 050 . Rlljiogtzafr)rnutatio?'ioi?'zgortancg -?gcrasotstrap ;(;1;?) ot
S Loading (mean + SD)
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Que révelent les modeles sur la minéralisation des digestats ?

Digestat issus de biodéchets /_/\
MO accessible et simple élevée L—/

(structures aliphatiques, protéines simples)

Immobilisation N

Activité microbienne

L J

Besoin N élevé  —

oui

, non
composes N °

accessibles élevés

"a UNIVERSITE e . . métropole
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Conclusions et perspectives

Les digestats présentent une forte variabilité de minéralisation C et Norg au sol liée a |a
qualité de leur matiere organique

NIRS et ISBAMO permettent de prédire les indicateurs de minéralisation avec des
performances acceptables et améliorables

Ces outils captent des dimensions complémentaires : signatures chimiques C et N et
accessibilité x complexité des molécules.

lls ouvrent la voie a une caractérisation rapide des digestats pour piloter leur
valorisation agronomique...

.... et a 'amélioration de la compréhension des liens entre biodégradabilité des intrants
et minéralisation au sol des digestats (en cours)

Etude sur les cinétiques de minéralisation des digestats pour I'utilisation des modéles
mécanistiques -> impact du devenir C et N par typologie court/long terme (en cours)
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Liberté
FEgalité
Fraternité

Une stratégie combinée acidification—séchage pour
améliorer la valorisation agronomique des
digestats: devenir de la matiere et des contaminants

K. Galopin?, D. Patureau?, F. Guilayn?, G. Zuccaro?, J. Jimenez!

1 INRAE, LBE, Narbonne, France.
2 SUEZ, BioResourcelLab, Narbonne, France
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Utilisation des digestats d’origine non agricole

RESIDU

DIGESTATS

- —

Variabilité des intrants =2
) ~ Qualité variable

dépendant des intrants,
conditions opératoires
et post-traitements

Potentiel
fertilisants
organiques

a_ Utilisation et commercialisation limitee _
Oy — Post-traitements = Digestats
— Déchets Non Agricoles
Levier d’action pour suez

I'utilisation des digestats



Verrous associés a la valorisation des digestats

DIGESTAT
-
- _ RICHES EN AZOTE

= =~ AMMONIACAL (NH, + NH,*)

Méthanisation
N Organique— N Ammoniacal

Codts transport dus a la

Traitements des digestats non Volatilisation du NH; pendant

quantité d’eau contenue
dans les digestats

stockage et épandage (perte valeur
fertilisante et pollution)

agricoles et conformité
réglementaire

» Comment lever ces verrous?

suez l
l@'! These de F. Guilayn (2019): nouvelles voies de valorisation des digestats

F. Guilayn "a UNIVERSITE @ e, Mmétropole
atee @ oe Lorrame | & NAT A @bm GRDF CNGI@ Grandﬂgncy
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Solution proposée: combiner acidification et séchage

Diagramme équilibreNH,* / NH,
%

10 —

100
90 NH,
80
70 - DIGESTAT BRUT
60
50
40 1
30
20
12_.__,_,__,_ [ ACIDIFICATION ]> Limiter la volatilisation de I'azote ammoniacal
o1 2 3 4 5
Shift: NH; — NH, 1 > Eliminer les pathogénes (favoriser conformité réglementaire)
> ncentrer la matiere (favoriser conformité réglementair
Réduire I’eau et donc le volume de [ SECHAGE ] C(? C.e trer la Aate e(a oriser coniormite reglementa e)
digestat » Reéduire les colts de transport

’

ENGRAIS OGANIQUE suee

Preuve de concept sur la

COMPACT These F. Guilayn, conservation de N
BiogazRio, 2022 vall
"atee UNIVERSITE o® /i = . meétropole
o T DE LORRAINE EN‘AIA Ctbm GQDJ: CNGIC GramNgncy




Objectifs et questions de recherche

PROCEDE MATIERE PRODUIT FINAL

Valider I'efficacité de I’acidification Comprendre le devenir de la matiere Evaluer la qualité agronomique du
sur la conservation de I’azote et (organique, N et P) au cours du produit final et comprendre I'impact
évaluer la montée en échelle (130 L) procédeé du procédé sur cette qualité

QUESTIONS DE RECHERCHE

Comment le procédé impacte la qualité des produits finaux vis-a-vis de leur qualité agronomique?
Est-ce que I'effet est similaire lorsque I’on considére des digestats de différentes origines?

"a UNIVERSITE ¢ . = e, Mmétropole
atee @DE orane ENAT A (cthbm GQD; CNGIC GramNgncy
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Matériel et méthodes: réacteur pilote

Condensation des gaz [ Agitation turbulente ]

yi

[ Agitation laminaire ]

*

Pompe
" (Iéger vide)

_s*

Chauffage
« doux »

Réacteur 130 L

el — -
UNIVERSITE & e U
@tee @ oe LorRAINE | £ INGA T @bm GQDF 1C I eNGie Grandﬂl;ncy



Matériel et méthodes: conditions du procédé

Paramétres du procédé

Séchage

Acidification
H,SO,4
(% m/m)

Digestat brut

Digestat Masse Intrant

Digestat Masse finale MS

Digestat

Biodéchets -~
. ,\\ d\\ 1.4 kg
30.1 K Territorial (CIVE et 10.7% 8.0
-+ KG biodéchets) 170 : 7 days 3.3 kg 95.9% 5.0
29.3 kg Déchets verts 20,9% 7.7 7 days 6.1 kg 98.4% 5.4
30.0 kg Fumier bovin 9.9% 7.7 8 days 2.5 kg 96.4% 5.4
Digestat Brut + é Digestat acidifié Q{I]): > Digestat acidifé séché

H,S0, 72% MS 2 90%

ApH=o \

* pH <6 : Conservation N
» 4 <pH <6 augmentation possible de la disponibilité
du P, dépendant des cations présents

tbm GQD,— e meétropole

S—
atee UNIVERSITE
&’ DE LORRAINE EN‘AI A\C CNGiIC GrantNancy



Matériel et méthodes: caractérisation des produits

Analyses physico-chimiques globales:
MS, MV, Ntot ,TAN, DCO, Ctot, P,05, K,O

Disponibilité de la matiere: extractions séquentielles

Disponibilité et Accessibilité de la MO et de N (fractionnement ISBAMO®)

Analyse DCO

=

Analyse N

7

N

Nitrogen

Jimenez et al., 2015

100%

80%

% DCO

60%

40%

%N total ou

20%

0%

I Centrifugation 18600g
20minutes
DOM Filtration 0.45pm
SPOM pH=8,T=30°CX 4
I Water+CaClp 10mM
REOM pH=10, T=30°C X 4
NaCl+NaOH 10mM
pH =14, T=30°C X4
NaOH 0.1M
PEOM

pH =2, T=30°C X 2

@ o

N\ 31119ISS3OJV

Analyse
P total

15

P

Phosphorus

Grigatti et al., 2015
Jimenez et al., 2020

Phosphore Total (%)

100%

80%

60%

40%

20%

0%

Disponibilité du P

2O
NaHCO3 0,5M
NaOH 0,1 M

T

N\ 311149INOdSId



Matériel et méthodes: qualité agronomique W 1

Conformité réglementaire?
Qualité

agronomique‘

Parametres qualité agronomique
—)
Paramétres réglementation (EU 2019/1009):

Comment est minéraliséle Cet N
des digestats traités au s0l?  <— .
— Incubations sur sol ETM, Pathogenes (Salmonella spp, E.Coli,

Méthode FD U44-163 EFFICACITE INNOCUITE Enterococcaceae)

Tests de minéralisation au sol

. e, EVOLUTION OF CARBON MINERALIZATION RATE EVOLUTION OF NITROGEN MINERALIZATION RATE
Mesures a differents 100 100

CO, temps (91 jours) 80 &0

—

DIGESTAT N mineral J S Potentiel

amendant fertilisant N

60

AIR

% of organic C

% of organic N
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Conservation de I’azote et de I’azote ammoniacal

> Est-ce que I'azote est conservé pendant le procédé?

Conservation de Ntot pendant le procédé Conservation du TAN pendant le procede
Comparaison entre digestat brut et produit final Comparaison entre digestat brut et produit final

120% { 250% {

% 100% 2 200%

= 1 =

S 80% =2

; @ <Zr. € 150%

(7] 60% ,\ | (]

g ij? @ ot = 8 100% I

Ly g &
20% X 50%

0%

0%

Azote et azote ammoniacal conservés pendant . e e
le procédé Augmentation du TAN pendant acidification (differents

_ degrés selon digestats) minéralisation N organique (Liu

Acidification efficace et al., 2025) et N intracellulaire relargué (Liu et al., 2024)

"a UNIVERSITE . métropole
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Bilan matiere sur I'accessibilité de la matiere organique

% =
‘ 100%
100% e ’

el

1 100%
DC.)M 100%
SPOM ) 80% 80% . 80% -‘
_ L 80% —_ —_ )
REOM E % % 60% 'E 60%
= = 60% = o = °
m S s0% I £ = o
a o (o] O
S QO 40% O 40% Q 40%
PEOV O 40% 2 S s
8 o o S
% % 20%
n . 3 o g aon g
NON ACCESSIBLE 0% 0% 0% 0%
BRUT PRODUIT BRUT PRODUIT BRUT PRODUIT BRUT PRODUIT
FINAL FINAL FINAL FINAL
Profils d’accessibilité différents selon les digestats :
digestats déchets verts et fumiers plus fibreux -> moins de MO accessible
Pendant le séchage DOM -> SPOM et NEOM
Diminution de I’accessibilité de la MO sur tous les digestats
"a UNIVERSITE ® . e Métropole
atee oeoreane ENATA (cthm GRDF CNGIC Grandﬂgncy




Bilan matiere sur l’accessibilité de I’azote

1 100% j? 100%

DOM 100% 100%
| |
80% 80%
SPOM ’ 80% 80%
L —_— — — e
© © © [}
REOM 2 ano 2 ano = =
g 00% g 0% Z 60% £ 0w
 scow | 2 = - 2
T 40% & 40% < =
PEOM = ¢ = = 40% T 40%
I 5 I =
= 2 h b
= < 20%

k3

N\ ACCESSIBILITE

I I
20% - 20% - 20%
0% 0% 0%
BRUT PRODUIT BRUT PRODUIT BRUT PRODUIT BRUT PRODUIT
FINAL FINAL FINAL FINAL

Distribution de I’azote soluble (DOM) dans la fraction la plus accessible SPOM

0%

Tendances différentes sur le NEOM :
Diminution (biodéchet, fumier) -> SPOM (hydrolyse + minéralisation via I'acidification)
Augmentation (territorial et déchets verts) : DOMorg+SPOMorg-> NEOM (réorganisation)

UNIVERSITE @ " e, Mmétropole
atee oeoreane ENATA (cthm GRD?@E CNGIC Grandﬂgncy




Impact du procédé sur la disponibilité du P

| K k& W

H,O

Eoel

NaHCO; 0,5 M

PRODUIT BRUT PRODUIT BRUT PRODUIT PRODUIT
\. DISPONIBILITE FINAL FINAL FINAL FINAL

[ Pas d’impact significatif sur la disponibilité du P J

) e =
@ Eng ) (ctbm GI0F CnCS oD



Impact du procédé sur la minéralisation du C et N au sol

Norganique minéralisé 91 jours. N ammmoniacal

Minéralisation du carbone organique Minéralisation de I’azote organique
Proprietés amendantes Proprietés fertilisantes N
80%
e
=
2. 60% 52% 70%
3 I 9 50%
2 40% 37% % 33% ’
o 23% 30%
S 20% 16% . 0% 14%
& 1 _ = I N 10%
iz )8 L Nl
S o &l
N n -10%
S B & ko
\ C organique minéralise \ N organique minéralise,
Le procédé stabilise le produit : potentiel amendant Valeur N fertilisante similaire voire plus élevée due

augmente a I'acidification en fonction des digestats




Qualité et innocuité des produits finaux (Réglement EU n°2019/1009)
(v’

arrrress—— &

12

Métaux

Concentrations (mg/kg MS)

aa

SENIES

Cadmium (Cd) 0 0 1,5 mg/kg MS

O Chrome (Cr) 114 29 90 38 2 mg/kg MS Cr VI

0 i N+P+K P Mercure (Hg) 0 0 0 0 1 mg/kg MS

B Nickel (Ni) 98 21 51 26 50 mg/kg MS
O & Plomb (Pb) 4 4 24 4 120 mg/kg MS
O 2 Arsenic (As) 2 1 7 2 40 mg/kg MS
;‘.:- Seuils engrais Zinc (Zn) 119 120 159 156 800 mg/kg MS
organique (%) Cuivre (Cu) 81 29 74 66 300 mg/kg MS

Carbone organique °

C organique(%) SN 4 . . A )
| = T— T — Augmentation Chrome et Nickel x14: acier inoxydable 316, contenant
X‘ [a  am g SRS LETERE L Amendement [Fe] > 50%, [Cr] ~ 18%, [Ni] ~10%, attaqué par H,SO,
24% | 32% | 24% | 34% > 15% >7.5% _ (Ouarga et al., 2023) |
Dlgestatsj@ structure liquide s’accrochant aux parois
: - )
C panogenes [

Valeurs

Seuils

Indicateur Unit =\ Al , .
SEE N a7 an A Globalement, conforme avec la réglementation
Salmonellaspp. | / |AbsenceAbsence/Absence Absence Absence sur les engrais organiques solides
E. Coli <100 | <100 | <100 | <100 E. Coli or
Ufc/g Enterococcaceae
Enterococcaceae <23 35 359 28 <1 000




Conclusions et perspectives

CONCLUSIONS

Azote ammoniacal conservé pendant le procéde, voire
augmenté via la minéralisation acide.

Les nutriments sont concentres, et les seuils réglementaires
globalement respectés: engrais organique solide.

Le procédé stabilise la matiere organique avec une
augmentation de la capacité amendante du digestat, via une
réorganisation de la matiere.

Toutefois, la capacité fertilisante est conservée via I'azote
minéral et le phosphore disponibles.

La typologie du digestat impacte le niveau de NPK et la
transformation de la MO pendant le procedeé....

. mais quel que soit le digestat initial, un processus de
stabilisation permet d’arriver a un produit hygiénisé avec
double propriété: capacité amendante et fertilisante

PERSPECTIVES

Investiguer les processus de transformation de la
matiere (caractérisation)

Optimisation des conditions opératoires du
procédé en lien avec les processus de
transformation

Réaliser des tests agronomiques en pot afin de
valider la disponibilité des nutriments
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Optimisation multi-objectif d’une filiere de méthanisation

Evaluation de la production durable de biogaz et de la gestion du
digestat sous variabilités saisonnieres

Wasim Ahmed?, Julie Jimenez?, Jean-Philippe Steyer? , Anne Tremier®, Romain Girault®, Laurent Thuriés¢, Christiane Rakotomalala®

e\ i s ex p
2@3Y comoneer ?1‘5",‘%"‘%" FairCarboN INR A@
&Z

ECOSYSTEMES
\/ CONTINENTAUX ™™ SLAM-8

aINRAE LBE, PINRAE OPAALE, °CIRAD (Recyclage et Risques)
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| Contenu | Contents

* Objectifs de recherche et principales * Research objectives and key contributions
contributions

* AD process chain and optimization

* Chaine de processus de méthanisation et cadre framework

d'optimisation

* Apercu du modele de la filiere de * AD process chain model overview
méthanisation

, . . * Optimization strategies
* Stratégies d'optimisation

* Analyse de scénarios * Scenario analysis

* Conclusions et perspectives * Concluding remarks and future work
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CONTEXTE

Les bioraffineries basées sur la digestion anaérobie impliquent des compromis
La variabilité des matieres premieres et leur disponibilité saisonniere affectent les performances du procédé

La saisonnalité est rarement prise en compte dans les outils opérationnels d’aide a la décision (Murali et al., 2026)

OBJECTIFS DE RECHERCHE

Développer un cadre de modélisation de procédé et d’optimisation multi-objectif pour les bioraffineries basées sur

la méthanisation

Evaluer des stratégies d’optimisation comme outils d’aide a la décision sous contraintes et conditions

opérationnelles

NOUVEAUTE ET CONTRIBUTIONS CLES

Prise en compte simultanée de plusieurs objectifs (production d’énergie, valeur agronomique du digestat)

Intégration des variabilités saisonniéres (disponibilité des matiéres premieres, retrait du digestat)

3 @ i = :
gt ENG U (ctbm  GID e ook




Procédés de la filiere méthanisation et cadre d'optimisation

Informations sur la disponibilité des matiéres premiéres | Optimiseur (basé sur un modéle)
(stockage, contraintes dynamiques ou saisonniéres)

e N
: ]

Variables décisionnelles optimales
(recette d'alimentation)

Informations sur le retrait du digestat

; Stockage
Matiére Biogaz
.y : . —— .
remiere .
P v rm==== -» Séparateur [ Dlgle_ztat Digestat liquide
. Matiére . -.: ou
.y 1
premiere .
© @ remier e I e e R » Digestat brut

Retrait du digestat

\ 4

—
n

(atee (@yumum ENgf, (ctbm GRDF e Gahopale

[4] ASSOCIATION TECHNIQUE

EEEEEEEEEEEEEEEEEEEE



[5]

Apercu du modele des procédés de la filiere méthanisation

ENTREES

=>0)

Caracteristiques de I'alimentation

+ Matiéres solides totales (TS)

+ Matiéres solides volatiles (VS)
* Azote total (TN/TKN)

* Ammonium (NH4+)

» Carbone total (TC)

» Potentiel de biométhane (BMP)
* % de CH, dans le biogaz

» Potentiel de minéralisation de l'azote (ANMP)

Conditions de procéde

» Débits d'alimentation (Q)
» Temps de rétention hydraulique (TRH)
» Conditions de séparation du digestat

» Conditions de stockage du digestat

—
| ]

ASSOCIATION TECHNIQUE
EEEEEEEEEEEEEEEEEEEE

=

=

74 .
&} MODELE

SYS-Metha + Modifications

(Bareha et al., 2021 & Pérémé et al., 2025)

Prévisions relatives au digesteur
anaérobie

Séparation des digestats bruts
(le cas échéant)

Dynamique du stockage des digestats

Fuites de gaz du digesteur

Emissions pendant le stockage des
digestats

S
@ RESULTATS

UNIVERSITE
DE LORRAINE

Qualité du biogaz
Qualité du digestat
Emissions de gaz

Variables
e CH, and CO,
(biogaz)

* Q,TS, VS, TC, TN, NH,
(digestat)

* CH,, CO,, NH;, N,O
(émissions pendant le
stockage)

ENGQTA ctbm GDF

e Meétropole
CNGiIC GranitNancy



Stratégies d'optimisation

' ]
: Objectifs Contraintes et limites pratiques : Variables de décision
I 1 (actionneur)
| |
| |
: Production d'énergie :
: (maximiser ou atteindre I'objectif N nine Niax (azote) I
I de production) :
| |
: Gamme de solides :
I totaux - I I
o . _ Disponibilité des
: Qualité du digestat N-NH, (liquide ou brut) < maltinesl plrlemiéres > : . I!Recette .
I (optimiser ou atteindre la qualité YA MEEUILL)] Plage du rapport C/N des " alimentation
: cible) Neota aliments Taux de :
|
I stockage/retrait des :
: ) HRT minimum ou plage digestats :
: Emissions provenant du I
|
: cduire | :c.t(?c!(age - Plage de taux de charge :
: (réduire les émissions au minimum) organique !
|
1 I
ol

Aide a I'élaboration d'un arbre décisionnel/de régles opérationnelles

—
n

: @ e Métropole
o (atee WU ENGTA (ctbm  GRDF CNGIG  GrandNancy
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Analyse de scénarios: description

Scénario : Recette d’intrants optimale avec variations saisonniéres de la disponibilité des matieres premiéres et de
I'utilisation des digestats

Stockage couvert

Biogaz
. N H 2 H —
Alimentation Digesteur anaérobie Stockage de
> d. . >
. igestat solide
Viy, =3000 m3 Digestat brut Gl & )
Lisier de bovins Fumier de bovins P Retrait

centrifuge

Déchets de cuisine | Seigle _StOCkag_e d_e r—

digestat liquide
§ 30 B Cattlo slurry (TS = 12%) g 150 ‘4* B Solid Digestate M Liquid Digestate ]l
(=] = % (=]

s % B (18 = 15%) Changements 7

;& ERye . . = 120 A

b saisonniers )

g 20 % 105

‘® 2 90 -

< g

b 15 2 75 -

2 =

g 10 . v ;%_. 60 -

E Disponibilité des Retraits de g 45

x

s s matiéres premiéres digestat 2

: : | |
8385855553 7883858558553258888 0 Frr T e e e e e
f.:-E.;é;-,_‘,;fé-‘*.:.;.éf.-uég_,_'.f-'a"'._'..;-\f..'. 0 91 180 212 303 365 395 456 545 577 667 699 760 821
Time (d) Time (d)

—
n

UNIVERSITE ¢ . . métropole
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Analyse de scénarios: stratégies d'optimisation

Scénario: Recette d’intrants optimale avec variations saisonniéres de la disponibilité des matieres premiéres et de

N

Objectifs (multi-objectifs)

Optimiser la production
de CH,

\

r N
Maximiser la teneur en
NH, (digestat liquide)
\_ J

Variables de décision

[ Flux d'alimentation ]

J

—
| ]

[ 8 ] ASSOCIATION TECHNIQUE
ENERGIE ENVIRONNEMENT

I'utilisation des digestats

Stratégie d'optimisation 1
(3 ensembles de contraintes)

Contraintes/Restrictions

Stratégie d'optimisation 2
(6 ensembles de contraintes)

Contraintes/Restrictions

Alimentation maximale disponible

Alimentation maximale disponible

Gamme HRT: 25 -200 jours

Gamme HRT: 25-200 jours

Gamme OLR: 2 -6 kgVS/m3.d

Gamme OLR: 2-6kgVS/m3.d

Plage du rapport C/N des aliments: 20-30

Teneur en TS dans le digestat brut: 3-15%

CVH4 (digestat brut): 0.2 — 4 kg-N/m3

@BEIIYUEEF?HEE ENCA? A ctbm GDF e métropole
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Analyse de scénarios: méthodologie de simulation et d'optimisation

Scénario: Recette d’intrants optimale avec variations saisonniéres de la disponibilité des matieres premiéres et de
I'utilisation des digestats

Source des caractéristiques des matieres premieéres Base de données sur les substrats (Bareha et al., 2021)

ST 8 optimisations
Nombre d'optimisations

(pour chaque changement dans la disponibilité des matiéres premieres)

MATLAB R2025b
Outils logiciels

PLATEMO: boite a outils d'optimisation de Yao et al. (1999)

Algorithme de solution d'optimisation multi-objectifs NSGA-II

Durée ~ 2 ans et 3 mois

Pas de temps de simulation 1 jour

pETe ENGTA (ctbm G e métropole
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Analyse de scénarios: résultats et comparaisons apres optimisation

Stratégie d'optimisation 1 (3 ensembles de contraintes) Stratégie d'optimisation 2 (6 ensembles de contraintes)
Ry ‘W Cattle manure (TS = 13%) WERye  ECattle manure (TS = 13%)
Kitchen Waste [l Cattle slurry (TS = 12%) =l [TIKitchen Waste Il Cattle slurry (TS = 12%)
=100 =
Flux - g )
(PNH . w 80- 5
d'alimentation 5 S
optimaux g g
& 40! E 40
[IKitchen Waste £ 29 & 20
[ Cattle manure (TS = 13%)
Il Cattle slurry (TS = 12%) 0 : 0 T S T U
.‘\"’1& 056\ 650\ %16\ &3 56%& 1356\ 6\6\ A% & Y “.3’") ):gl ©f ,66% 4% et
_(“A__@ ’ "\,\51 3'\“ @65 @;\ @,, & G"‘Q « o o i e (556 o 3V o o® - & %\130
OQ\.\ OQ\'\(‘-\ OQ.;\(‘\ OQ.L\«\ OQ.L\(“ 09@‘“ Q‘\«\ OQ"_\(“ oe 09\\@ OQ“‘“ op\\(“ 09\\6‘ 0?\_\ 0?\\‘“ 0?“
Optimization Runs Over Entire Duration Onptimization Runs Over Entire Duration
— @ 8
6000 (i) © (ii) 6000 . g 8 .e
(i) ( 3/d) > b5 5500 (i g _7 (i)
i) CH, (Nm - $3D $
: 3 5000 2 %" T 5000 556
& £ 4500 S5 E 4500 2 x5
3 4000 = < 4000 g8
.e a 2 JF g
ii) TeneurenNH4 | 2 c g 5 c o
(ii) | T 3500 = 2, i 3500 - &3
: =t c = <t [=2
n [ tat T 3000 g 8 = g8 —m ———————
dans le digesta z _’_|— £3 < 3000 £2,
pendant le :22 8=, 2500 — 8=,
I 2000 e
stockage (g-N/kg) L Z o z .
(phase liquide) A S T L PSP S S S PSP SEOENICIOR OO
Time (d) Time (d) Time (d) Time (d)
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Analyse de scénarios: résultats et comparaisons apres optimisation

Stratégie d'optimisation 1 (3 ensembles de contraintes) Stratégie d'optimisation 2 (6 ensembles de contraintes)
(i) Débit total
d'alimentation
(kg/d) < Remarque >
& En période de faible disponibilité du substrat ----> OLR et le rapport C: N ne respectent pas
(ii) Rapport ) .
alimentation C/N les contraintes (Stratégie 2)
< Message principal >
(i) OLR
(kgVS/m3.d) Disponibilité et type de substrat ----- > influencent le maintien des limites d’alimentation
& opérationnelles (OLR, rapport C:N), méme apres optimisation
(ii) HRT (d)

pst ENs ) (ctbm  GID e Gahopale
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Analyse de scénarios: résultats et comparaisons apres optimisation

Stratégie d'optimisation 1 (3 ensembles de contraintes) Stratégie d'optimisation 2 (6 ensembles de contraintes)
Total des solides
dans le digestat
brut
(% massique) < Remarque >
La concentration en NH, dans le digestat brut reste dans les contraintes avec la Stratégie 2 et est plus
faible que dans la Stratégie 1 ; cependant, 'objectif de maximisation du NH,; est compromis.
Concentration en < Message principal >
NH, dans le . . . . . 2 .
digestat brut Les contraintes pratiques peuvent introduire des compromis supplémentaires entre les
(kg-N/m?3) objectifs dans I'optimisation multi-objectifs.
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Conclusions et Perspectives

Principaux résultats

— Développement d'un cadre d'optimisation basé sur la modélisation des procédés de la filiere méthanisation, avec une
approche multi-objectifs

— Le cadre fournit une analyse au niveau du systeme (production de méthane, qualité du digestat et dynamique
saisonniere).

— Analyse de scénarios avec mise en ceuvre d'un cadre d'optimisation comme outil d'aide a la décision:

* Ladisponibilité et les caractéristiques des matieres premiéres ont une forte influence sur le mélange alimentaire optimal.

* Les contraintes opérationnelles et saisonniéres influencent les résultats de I'optimisation multi-objectifs.

ﬁ? Prochaines étapes
@

— Explorer d'autres stratégies d'optimisation (réduction des émissions, empreinte environnementale, etc.)

— Tester des configurations de scénarios supplémentaires, y compris des scénarios basés sur la littérature et une

étude de cas a I'échelle régionale en France pour la planification de la bioéconomie.

e meétropole
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PROCEDES ET VALORISATION Animater

MICROBIOLOGIE, INHIBITION ET CONDITIONS OPERATOIRES Gullaure Henry

mie Nader;, Suez

Découvrir l'optimum caché : Impact de la température sur la phase d’hydrolyse de [a
ethanisation

el Aninzure Aguneh et Thierry Ribeirg, urc
Digestion anaérobie mesophile des boues d’épuration municipales sous fortes concentrations

de propionate de sodium en conditions semi-continues : inhibition et modifications de la
communauté microbienne

n/bxinre Bissaud et Marwa Said, ohéProcess - Natran RS

Traitement de ’H2S dans le biogaz sans nécessite d’02 via laveur par liquide catalytique

néa Laguillaunie, INsAToulouse

Optimisation de procédes de méthanation biologique : Etude du cycle du soufre et impact sur
[ e,s activites biologiques au sein de cultures mixtes de microorganismes —
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Research Context
o”
¢ PhD student (2" year) in Bioprocess Engineering . LB E

Biotechnologie
tbiibid de I'Environnement

¢ CIFRE industrial PhD — collaboration between INRAE (LBE) and SUEZ
** Thesis Title: “Role and Impact of Temperature on the Performance of Industrial Digesters”

¢ Originally from Lebanon, currently conducting research in France SUGZ
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General

Temperature in Industrial AD

Temperature is a major operational variable

Current industrial practice relies on fixed mesophilic (~35 °C) or thermophilic (~*55 °C) setpoints, often
without mechanistic justification (Ferndndez-Rodriguez, Pérez, & Romero, 2013)

These regimes strongly influence microbial pathways and stability (Conrad, 2023)

Chemical Engineering Journal 232 (2013) 59-64
Contents lists available at ScienceDirect
Chemical Engineering Journal

journal homepage: www.elsevier.com/locate/cej

Chemical
Engineering
Journal

Comparison of mesophilic and thermophilic dry anaerobic digestion
of OFMSW: Kinetic analysis

J. Fernandez-Rodriguez *®*, M. Pérez ¢, L.I. Romero?

2 Department of Chemical Engineering and Food Technology, Faculty of Science, University of Cddiz, Spain
® Department of Chemistry and Soil Science, Faculty of Science, University of Navarra, Spain
“ Department of Environmental Technology, Faculty of Sea and Environment Sciences, University of Cddiz, Spain

@ CrossMark

1. Introduction

AD is a microbiological process capable of degrading the organic
matter into methane and carbon dioxide in the absence of oxygen.

The performance of microbiological processes is closely related
to the temperature of the system since metabolic activity of micro-
organisms is possible only in a certain temperature range and, in
addition, a maximum activity is obtained within this interval for
pure species. However, AD is developed by a complex mixed pop-
ulation and, hence, several temperature ranges are possible for the

* Corresponding author at: Department of Chemistry and Soil Science, Faculty of
Science, University of Navarra, Spain. Tel: + 34 948 425 600 _ 806271
E-mail addresses: juanafernandez@unav.es, juana.fernandez@uca.es
(J. Fernandez-Rodriguez).

1385-8947/$ - see front matter © 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.cej.2013.07.066

Fernandez-Rodriguez, J., Pérez, M., & Romero, L. I. (2013). Chemical Engineering Journal. https://doi.org/10.1016/j.cej.2013.07.066.
Conrad, R. (2023). Frontiers in Microbiology. https://doi.org/10.3389/fmicb.2023.1232946
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development of the process. The two main ranges of temperature
for AD are mesophilic (M) and thermophilic (T), whose optimum
temperatures are 35°C and 55 °C, respectively. These processes
have been widely studied and applied to different wastes [5-9].
The heterogeneity of the OFMSW is widespread known and this
variability in the waste can suppose problems in order to predict
the behaviour of the anaerobic systems. The kinetics analysis could
give us the key parameters for optimising the anaerobic process.
Furthermore, the used FORSU is a non-source sorted organic frac-
tion of municipal solid waste from an industrial MBT plant.

In general, the increase in process temperature means a higher
microbiological activity and, hence, the substrate consumption and
the methane generation rates were higher, but obviously it carries
an increased expenditure of energy, also. In short, thermophilic
range shows some advantages like high biogas production,

e Meétropole
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Classical Expectation

0.0 - B B
= o leaves
Eﬁ a Straw
. . . E -1.0 ‘ orange
* Reaction rates are expected to increase exponentially g ° gmssg
. o x
with temperature o ‘ o ‘
= 20 a ‘
* Hydrolysis is often assumed to follow Arrhenius 5
. e a
behaviour (Veeken & Hamelers, 1999) 2 0 |
: 1
* Each substrate shows a linear In(k) vs. 1/T 5
relationship in the 15-40 °C range '4'03; : ’20 i o s ;0
/T (K™
Source: Veeken & Hamelers (1999)
Veeken, A., & Hamelers, B. (1999). Bioresource Technology. https://doi.org/10.1016/5S0960-8524(98)00188-6
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General

Why Study the Thermophilic Range?

1 55-60°C

* Thermophilic digestion offers (Ahring et al., 2001):
>
- Faster reaction rates
- Pathogen reduction Organic Waste S ———
- Higher loading capacity gih Pathogens

Reduced Pathogens

However it often suffers from instability and inhibition (Capson-Tojo et al., 2020; Nie et al., 2021)

Temperature effects on hydrolysis remain poorly characterised in this range (Lin et al., 2024, Zhao et al., 2025)

Ahring, B. K., Ibrahim, A. A., & Mladenovska, Z. (2001). Water Research. https://doi.org/10.1016/50043-1354(00)00526-1
Capson-Tojo, G., Moscoviz, R., Astals, S., Robles, A., & Steyer, J.-P. (2020). Renewable and Sustainable Energy Reviews. https://doi.org/10.1016/j.rser.2019.109487

Nie, Y., Zeng, G., Huang, D., Liu, L., Lai, C., Xu, P., Li, B., & Cheng, M. (2021). Renewable and Sustainable Energy Reviews. https://doi.org/10.1016/j.rser.2021.111453
Lin, M., Qiao, W., Ren, L., Sun, Y., Zhang, J., & Dong, R. (2024). Bioresource Technology. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2023.129890

Zhao, C., Mo, J., Qin, Y., Gong, Y., Zhan, O., Song, B., & Wu, W. (2025). Renewable and Sustainable Energy Reviews. https://doi.org/10.1016/j.rser.2024.115630
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Research Question & Initial Hypothesis
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‘e@ © et
O O Hydrolysis kinetics

How does temperature @ increase
influence hydrolysis Initial Hypothesis: continuously with
® kinetics? temperature,
. following Arrhenius
‘ ‘ . ‘ behavior.
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Experimental Design

* Investigate hydrolysis kinetics under thermophilic
conditions
— Three 5-L fed-batch reactors operated at 51°C, 56°C,
and 61°C

* Prevent biomass washout at high temperature
—> Fed-batch operation

* Ensure hydrolysis remains the rate-limiting step
— Low S/I ratio (<0.3 gVS/gVSs)

* Ensure microbial adaptation and result consistency
— ~8 months of operation
— Repeated batches after temperature acclimation

* Assess robustness across substrates
— Two different commercial food wastes were tested

—
n
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Substrates & Inoculum Used

Parameter Inoculum* Food Waste 1* Food Waste 2* Unit
BMP - 482 626 NmLCH, /g VS
Total Solids (TS) 23.3 97.3 13.2 %
Volatile Solids (VS) 10.8 83.8 12.2 %
Total COD - 1380 240 kg/t
Total Kjeldahl Nitrogen - - 5.8 g N/kg

* Inoculum from industrial thermophilic digester (51°C) fed with OFMSW

* Food Waste 1 (Grand Producers biowaste): Dry food waste collected from large producers such as restaurants and catering services
* Food Waste 2 (Liquid biowaste): Slurry-type organic waste rich in easily degradable compounds (e.g., food residues, kitchen liquids)

UNIVERSITE
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Experimental Timeline

2 Months 1.5 Months 4.5 Months
(5 Repeated Batches) (23 Repeated Batches)
Adaptation
. 1 t2
Period
Food Food
Waste 1 Waste 2

* Inoculum adapted to each temperature
* Repeated batches ensured result consistency

* Food Waste 1 (Grand Producers biowaste): Dry food waste collected from large producers such as restaurants and catering services
* Food Waste 2 (Liquid biowaste): Slurry-type organic waste rich in easily degradable compounds (e.g., food residues, kitchen liquids)

—
n
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Hydrolysis Kinetic Modelling

. e Experimental
O Hydrolysis kinetics were modelled L>’2 3004 -—— Model
using the first-order equation: o
)
>
_ —kt = 200 1
B(t) =B,(1—e™™) o
2
>
)
O Parameters determined by grid search S 100 -
optimization S
)
=
[ Best fit selected by RMSE minimisation 0-
0 50 100 150
Time (h)
Food Waste 1 - 56°C — Batch 4
: @ = meétropol
it ENgf, (ctbm  GIDF o Leigpole
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Results - Food Waste 1

0.8 A *
*I* '
0.7 1 I 1
. _ 061 | |
** Highest hydrolysis constants observed [ ——
at 51°C and 56°C 0.5 ——
= — —
* . .o ° O 4 .
+*» Significant decrease at 61°C é =
0.3 A
¢ Differences statistically significant
0.2 A
0.1 A
0-0 I I I
51°C 56°C 6l1°C
(n=3) (n=3) (n=3)
Temperature

* p-value < 0.05; ** p-value < 0.01

* Food Waste 1 (Grand Producers biowaste): Dry food waste collected from large producers such as restaurants and catering services

e ENS T, (ctbm  GRDF e Gahopale
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Results - Food Waste 2
*>'<>|< !
0.8 : ,
0.6
o Same temperature trend observed n I
© — N ——
o Moderate thermophilic temperatures 2 0.4 -
— fastest hydrolysis ~
-
o High thermophilic temperature 0.2 -
-> slower kinetics
0-0 I I I
51°C 56°C 61°C
(n =19) (n =19) (n =19)
Temperature

*** p-value < 0.001

* Food Waste 2 (Liquid biowaste): Slurry-type organic waste rich in easily degradable compounds (e.g., food residues, kitchen liquids)

—
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Deviation from Arrhenius Expectation

Arrhenius assumption predicts continuous increase with temperature

However:

* 51°Cand 56°C showed the fastest hydrolysis rates
* 61°C - significantly lower kinetics

-> Hydrolysis did not increase continuously with temperature in the thermophilic range, suggesting possible
thermal limitations at higher temperatures

e ENS T, (ctbm  GRDF e Gahopale
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Temperature Response of Enzymatic Reactions

Enzyme activity typically follows a bell-shaped temperature response (Daniel et al., 2010)

* Reaction rates increase with temperature i
e Reach an optimum Optimum enzyme
* Decline due to enzyme instability / denaturation activity E
= |
5
- ar g
= o
. : B £l
But: Hydrolysis is fundamentally an enzymatic process B g
o £l
E 21
£
f 2l
1 -
Temperature

Conceptuel illustration

Daniel, R. M., Peterson, M. E., Danson, M. J., Price, N. C., Kelly, S. M., Monk, C. R., Weinberg, C.S., Oudshoorn, M. L., & Lee, C. K. (2010). Biochemical Journal. https://doi.org/10.1042/BJ20091254
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Thermal Response of Microbial Systems

Microbial processes often show temperature optima

 Example: bacterial growth curve characterised by Tmin — Topt —

Tmax (Ratkowsky et al., 1982) {;0.6
* Growth rate increases with temperature until enzyme % 04
denaturation and metabolic limitations reduce activity E 02
* Even complex biological systems exhibit bell-shaped temperature
0Twin 15 ) %5 Ty 0 Tha

responses
Source: Grimaud et al. (2015)

-> Hydrolysis in anaerobic digestion may follow similar behaviour

Ratkowsky, D. A., Olley, J., McMeekin, T. A., & Ball, A. (1982). Journal of Bacteriology. https://doi.org/10.1128/jb.149.1.1-5.1982
Grimaud, G. M., Le Guennec, V., Ayata, S.-D., Mairet, F., Sciandra, A., & Bernard, O. (2015). IFAC-PapersOnLine. https://doi.org/10.1016/].ifacol.2015.05.059
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General

Emerging Evidence

o Several anaerobic digestion studies report performance optima across temperature ranges

o Hydrolysis or methane production often peaks around intermediate temperatures (~45°C) (Hupfauf et al., 2018;

Tian et al., 2018; Pincam et al., 2026)

o Suggests possible bell-shaped behavior

C

Methane accumilation amount (mL)

70000
65000 |
60000
55000
50000
45000
40000
35000 |
30000 |
25000 F
20000 F
15000
10000

5000

55C
—=—45C

35 °C

——21C

15°C

39415 ——9C
Sl 32757

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54 57 60 63 66 69 72 75 78 81 84 87 90 93

Fermentation time(day)

Source: Tian et al. (2018)

Hupfauf, S., Hupfauf, B., & Insam, H. (2018). Bioresource Technology. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2018.01.120
Tian, H., Duan, N, Lin, C., Li, X., & Zhong, M. (2018). Bioresource Technology. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2017.06.094
Pincam, T., Liu, Y.-Q., Short, M., Guo, B., Sadhukhan, J., & Bywater, A. (2026). Bioresource Technology. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2025.133609
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Important Limitation

Are temperature optima generic?

o Literature suggests hydrolysis may not follow a continuous Arrhenius increase

However, most studies rely on limited experimental systems:
e Single inoculum source
e Short adaptation periods

* Limited range of substrates

— The generality of the observed optima remains unclear

e ENS T, (ctbm  GRDF e Gahopale
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Refining the Hypothesis

Initial hypothesis
Hydrolysis kinetics increase continuously with temperature following Arrhenius behavior.

N4

Refined hypothesis
Hydrolysis kinetics may follow a bell-shaped response to temperature, with an optimum in the moderate
thermophilic range or lower rather than a continuous Arrhenius increase.

However, the position and shape of this response may be system-dependent, reflecting:

* microbial diversity of the inoculum
e temperature-driven community adaptation

e substrate composition and enzyme requirements

F @ g 5 s
pst ENs ) (ctbm  GID e ook
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Conclusions

Scientific relevance

* Hydrolysis kinetics show clear temperature dependence in AD of commercial food waste
* Results challenge the assumption that higher temperature accelerates hydrolysis with the highest hydrolysis

constants observed at 51°C & 56°C and the lowest at 61°C

Industrial implications

* Operating near ~50°C (compared to the typical 55°C) may reduce heating demand without compromising

performance

Research perspective
* Results suggest hydrolysis may follow an optimum-type temperature response

e meétropole
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Contexte et Objectif

v’ Différentes communautés microbiennes impliquées dans la méthanisation
v’ Les acides gras volatiles (AGVs) jouent un réle central, comme métabolites intermédiaires

v’ l'acide propionique est décrit comme un inhibiteur important a partir de 2 g-L'1 (0,9 -4 g-L'1 dans la
littérature)

v’ 'acide propionique est présent sous forme de propionate au pH de la méthanisation

CH,CH,COOH +H,0 <=>CH,CH,CO0 +H,0*  pK, =4,88a37°C

v’ Objectifs de cette étude: identifier I’évolution de la diversité des communautés microbiennes lors de
I’inhibition de la méthanisation des boues urbaines par le propionate: D’abord en mode batch, puis en
semi-continu.



Tests en batch

Premiere approche : AMPTS

(R E e
HEQEee
s

i
i

Inoculum
(Boues
digérées)

Substrats
(Boues
non digérées)

2

Témoins

\

Inhibition par HPr 20 mmol-L't => [HPr] = 1500 mg-L?
? 81 mmol-L't => [HPr] = 6000 mg-L™!
Inhibition par 20 mmol-L't => [NaPr] = 1950 mg-L!
NaPr ? 81 mmol-L't => [NaPr] = 7780 mg-L!
Inhibition par
H,O0* (pH) ? [HPr] = 81 mmol-L?
Inhibition par [Na*] = 81 mmol-L* par ajout de NaCl
- Na* Cl‘p? [CI7] proche de celle obtenue avec
2EiEn ajout d’HCI ]




Tests en batch

Premiere approche : AMPTS

Methane production (NL CH,-kg VS?)

400

350

300

250

200

150

100

50

-50

o B

3 O HPrOomg.L!
X //lfl X Nadl
& o % HPr 1500 mg.L
1 NaPr 1950 mg.L
HPr 6000 mg.L'1‘

/.,/x'v ’ | 1 A
P, A NaPr 7780 mg.L? \
o N Initial pH 5.1

& . & s s - | Inhibition

4 6 8 10 12 14 16

Digestion time (day)

v’ Pas d’inhibition en présence de concentrations plus faibles de propionique ou de propionate éq. 1,5 g-L-

1 HProu 1,9 g-L'* NaPr

v’ Faible inhibition en présence de propionate de sodium a une concentration de 7,7 g-L'1

v’ Toxicité immédiate en présence d’acide propionique a 6 g-L%, liée au pH

v’ Pas d’inhibition en présence de NaCl aux mémes concentrations molaires 4
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Tests en semi-continu Vi v v :

TSH :

20 jours — 5j/7j

S

T°:  37°C it I, <, 2,
Volume: 5L R1 R2 R3 R4
[NaPr]=0 g/L [NaPr]=1,95 g/L [NaPr]=7,78 g/L [NaPr]=13,0 g/L
eq. [HPr]=0 g/L eq. [HPr]=1,5 g/L eq. [HPr]=6,0 g/L eq. [HPr]=10 g/L

Acclimatation

Démarrage : inoculum (boues digérées) (MS 2,2 %, MV 64 % MS)

Fonctionnement d’abord en mode batch, puis en semi-continu

J 1-21
our Acclimatation progressive des boues non digérées (MS 3,4%, MV 74 %MS)

Au 21°€ jour:
Stabilisation des 4 réacteurs et Répétabilité des flores microbiennes et des performances

Semi-continu

Alimentation en semi-continu des boues non digérées avec NaPr solide pendant 2 TSH (2 x
Jour 22 -61 20 jours)

Batch

Jour 62 - 81 Arrét des alimentations et du chauffage pour les 4 réacteurs

TR

v' Mesure de pH, AGV, TAC, production et composition du biogaz 3 fois/semaine
v Prélévement pour la population microbienne (16S rDNA ) a chaque début, milieu et fin de phase




Résultats — AGV

Time (d)

R1 ——R2 R3 R4

: : :

: 1st HRT : 2nd HRT : Batch mode
] 1 ]
] 1 1
1 | 1
1 | 1
1 | 1
1 | 1
1 1 1
1 1 ]
1 1 1
1 | 1
1 | 1
1 | 1
1 1 1
] 1 1
1 1 1
1 | 1
1 | 1
- 1 | 1
* i | !

PN - 1 . - o 1 i 1 o
1 I .I Tv Iv. .’ :" Y’v ’I‘I 1 1
10 20 30 40 50 60 70 80

90

g My My
iofif

) ‘r*j 'r*j *gj

PLH | sfz iéz

R1 R2 R3 R4

[NaPr]=13,0 g/L
eq. [HPr]=10 g/L

[NaPr]=1,95 g/L
eq. [HPr]=1,5g/L

[NaPr]=7,78 g/L
eq. [HPr]=6,0 g/L

[NaPr]=0 g/L
eq. [HPr]=0 g/L

Stabilisation identique des 4 réacteurs apres 21
jours

R1 et R2 demeurent relativement stables

R3 (éq.6 g.L't HPr) commence a accumuler des
AGV a la fin du 1°" TSH mais se stabilise ensuite

Accumulation d’AGV dans R4 (éq. 10 g.L'! HPr)
des le début de I'introduction de NaPr

Les AGV sont largement dégradés dans R4
durant la période batch



V 4
Résultats — pH . Ry Ry yl
1 i 1 !
P 1 _h |_che® o
Sgi ‘égz Ve é“gi
R1 --¢--R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4
8.4 - | 1st HRT ond HRT [NaPr]=0 g/L [NaPr]=1,95 g/L [NaPr]=7,78 g/L [NaPr]=13,0 g/L
I e i ’: eq. [HPr]=0g/L  eq.[HPrl=1,5g/L  eq.[HPr]=6,0g/L  ed.[HPr]=10g/L
82 | ! : E
8.0 i ¢ ’i 2
| . ¢ ! L3 .
ol nen *3 7 owe ¢ E Les teneurs en AGV ne modifient pas
g - i OH 1 I P4 7 o e
T R MR ° ! énormément les pH, qui se stabilisent entre 7,6
76 | - - !
74 | . . |
[ 1 I
| ! !
72 1 1 :
1 1 1
1 1 1
7.0 : ! : ] : S : : ‘
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Time (d)




Résultats — production de méthane

»--R1 --¢--R2 R3 R4
I 1 I
| 1st HRT | 2nd HRT ! Batch mode
1 1 I
1 1 I
0. i | |
Il & I 1 I
3 | 1 1
[ I 1 B 1
\ 1 1 e !
: | | ® A
- L ) f
i N % 54 |
\ :,-.*‘:o"‘.(’-i TR
1 B MY & WA 1 i1
‘ @ 'y g AR | 7 4 7 41!
i | a1 4 ; " W& 1
o & e oW d W
P 1 | i ]
[r N { . 'lll L | i 1
)Y i & 'Q] ‘\}l i‘ *\: ]
Yl ‘ y 1 . £ ‘
t R B
L M | 1 P | 1 Jl‘ b . —
10 20 30 40 50 60 70
Time (d)

80

90

By v
fpfr | L |
4% 4F
ot i L
R1 R2 R3 R4

[NaPr]=1,95 g/L
eq. [HPr]=1,5g/L

[NaPr]=13,0 g/L
eq. [HPr]=10 g/L

[NaPr]=0 g/L
eq. [HPr]=0 g/L

[NaPr]=7,78 g/L
eq. [HPr]=6,0 g/L

1" TSH :

* Production de méthane: R3 >R4 >R2 >R1

* R4, malgré une alimentation de la matiere
organique plus importante, on produit moins de
méthane, di a I'inhibition par propionate

2¢ TSH:
e R3>R2>R4=R1

Batch mode (sans alimentation, sans chauffage):
* Les AGV sont digérés, avec un pic notable pour
R4 au jour 75



Résultats vs production théorique

Expt R1 Réacteur Ecart entre la
o 1 1stHRT 1 2ndHRT ExptR2 production réelle et
5 ! H e Theoretical R2 o .
: 3000 E E : ot RS théorique de CH,
< 2500 ! ! : Theoretical R3 R1(éq0g.L't HPr) Témoin
0 | ! ! Expt R4
g 2000 i i — -E Th:oretical R4 Rz (éq' 115 g'L_l HPr) - 5)0 %
5 1500 |\ """ = ! R3 (éq 6 g.L'L HPr) -10,2 %
§ 1000 | | S R4 (éq 10 g.L'1 HPr) — 40,0 %
= s | | | i

10

70

80 90

40 50 60 Q CH, théorique = YCH, Témoin * UCH, surplus,NaPr
Time (d)
Q CH, surplus, NaPr = MNpr X
CH,CH,COO™ + H*+0.5H,0 — 1.75CH, + 1.25 CO,
Production steechiométrique de CH, a partir de NaPr
529 NmL CH,-g Pr! Q CH. théoriaue-Q CH o |
Ecart de production (%) = 4 TICOTIQUe + EXperimenta

Q CH, théorique 9



Résultats — conversion des AGV s
FOS conversion % o |
1o . . I R B
=N T
100 "ir - ¥ L 1 i. L B ‘-IE 50:0- :nA ﬂi‘:ﬁ*“ ::l—. q.:o L' ;).' ...eogF ;o a: gb
E B E i ’ E
z I ! |
8 oo | | | orz ogz wma Réacteur Taux de conversion
| | Q des AGV (FOS)
4% : :
- R1(éq0g.L't HPr) Témoin
i 15t HRT i nAHRT batch mode R2 (éqg. 1,5 g.Lt HPr) =100 %
0% ' ' '
7 _1 -
a 10 20 30 Tlm-lf:l;:d] 50 &0 7 B o0 R3 (eq 6 g.L HPr) ~88’O %
R4 (éq 10 g.L2 HPr) 24,0 %

100

i i P AGV ; o+ —AGV .
Faible taux. de conver5|o‘n AGV de R4 a Ia,fln fiu 2e Taux de conversion (%) = mmfg‘n,ts exp, Ri- R1
TSH, ce qui correspond a un taux d’AGV élevé introduits

10



Résultats — communautés microbiennes

-0--R1 ——R2 --4--R3

Batch mode

Composition within Archaea (Genus 1 to 10)

d19

=
=
Cad

Abundance

1 |

I I
| 1stHRT | 2nd HRT

1 |

1 |

1 I

1 |

1 |

I I

1 |

1 |

i I

I I

I I

1 |

1 |

¢ 1 I

1 |

1 |

i I

° i i

[ |
50 990 §0e 250 008,
10 990 five A5a 209 58 508

10 20 30 40 50

Time (d)

70

Methanothrix (méthanogenes acétoclastes) dominaient dans tous les réacteurs, suivis de
Methanobrevibacter (hydrogénotrophes). Diminution de leur abondance a des concentrations élevées
d'AGV.

Methanothrix et Methanobrevibacter augmentent durant la période batch

—
o
14

[
r i

R4 l

R1
R2
R3

Genus

. Methanathrix

. Methanobrevibacter
B vethancinea

. Methanospirillum
|_‘ Methanosphaerula
. Methanobacterium
B vcoun._t

: Candidatus Methanofastidiosum
. Methanosarcina
. Methanoculleus

. Unknown
. Other

11




Résultats — communautés microbiennes (suite)

Composition within Pelotomaculum (Genus 1 to 10)

805 419 I = a1
0.0257 '
30020 [bwa, |
C
-#--R1 ——R2 R3 Ré 'lE I'-:'[.”:'-
5000 | | E['r[.”[..l
4500 i ttHRT | 2nd HRT Batch mode < [.005 1
| 0.000
o ; , s 922 zoezlzoepz zole sz FoE
. i Composition within Er:.rptanaamt:»lr;tar (Genus 110 10)
[ 1 1
g | 05 a1 426 sk a1
500 | ’.‘ i ]
. 0 Bge d¥e 050 a¥3HS 938 T , ® ) (106
0 10 20 30 40 50 70 80 90 E
Time (d) W |
20004
>
= 0,002+
:] ﬂﬂﬂ -- -|"-|: .-\."-I_'__. -:"‘1 .;.-._.: .-:'I 5 _': _'; i) = - [ _'l"T =3 - d -|‘".- -—.
73 € r € & r f & ¢ @ € € ¥ @© € € ¢ ¢ ¥ & o

Apparition d'autres groupes bactériens (bactéries syntrophiques propionate-oxydantes) lorsque les
niveaux d'AGV sont élevés et pendant la période discontinue



Conclusions

Aucune inhibition n'a été observée a des concentrations allant jusqu'a 1,5 g-L'! éq. HPr
Légere inhibition a des concentrations allant jusqu'a 6 g-L'1ég. HPr
Inhibition significative pour des concentrations de 10 g-L* éq. HPr, réduction de 40 % du Q,,

Bien que la concentration inhibitrice de HPr dans cette étude ait dépassé les valeurs indiquées dans la
littérature (généralement < 2 g-L1), les expériences concordent en batch et en semi-continu

Methanothrix et Methanobrevibacter, méthanogenes, ont diminué pour les fortes concentrations en
AGV

L'émergence d’autres groupes microbiens, tels que Pelotomaculum et Cryptanaerobacter, nécessite
des études complémentaires

13
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La problematique O2 dans les
réeseaux gaziers
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CH4PROCESS & NATRAN R&l : ur liquide catalytique : traitement de I’H2S du bio sité 02



Situation actuelle
Origine etremontée de I'0O, sur le réseau

L'O, remonte sur le réseau, jusqu’a certaines interfaces
(stockages, GRT adjacents)...

Industriels stock GRT
. - toc e .
dip e y  CT

CH4+02 CH4+°2 CH4+°2

Apparition d'02 dans le process de production du biométhane :

CH,+0,
Ajout d'02 pour abattre I'H2S (désulfuration) :

H,S+0,=H,0+S CH,+0,

‘[ CH,+0,

p m

Seuil de sensibilité variant de 10 a 1000ppm

En sortie de méthaniseur :

CH,+0,

.. qui sont sensibles al’0,.

b
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Un programme de R&D partagé au seind’un GT O,
inter-opérateurs
Deux fagons de réduire le tauxd’'O,

1 - Désulfurer de maniére alternative 2 - Désoxygeéner le biométhane
Eviter I'injection d’0, c6té producteur liminer I’O, injecté en divers points du réseau

Actuellement : oxydation biologique Désoxygéner le gaz avant qu’il n'atteigne les interfaces

CH, + sensibles:

CH,+ O, CHy+ O,
stgﬂrﬂrx + - HEO +5 Tm“.m.nts __." Si‘m:kages

Méthode alternative : ‘ CHy+(Og Clients
CH CHy+ O, | sensibles
4 Producteurs
de
1 biométhane CHs* Oz CHs+ O, GRT
H3S gozeus + 4 = 0 GRD = = adjocents
Solutions en développement, avec I'appui de : Solution disponible/en développement :
Lavage Sels Régu!atfon Optimisation des Désoxygénation catalytique
ferriques | automatique | process producteurs

CH4PROCESS & NATRAN R&l : Laveur liquide catalytique : traitement de I’H2S du biogaz sans nécessite O2
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2023-02 : RENCONTRE

Chronologie

2025-01: INSTALLATION
2024-09A12 : CONSTRUCTION DEMONSTRATEUR PILOTE A COGNAC

SUR BI0360 NANTES CONFORME ATEX PAR CLAIRION

2023

CH4PROCESS & NATRAN R&l : Laveur liquide catalytique : traitement de I’'H2S du biogaz sans nécessité 02

2024 — T2 : ECHANGES AVEC
GRTGAZ + VISITE ESTONIE
(TECHNOLOGIE SANS BESOIN O2 ?)

2024-08: GO ESSAIS EN 2025 T1 & T2 : >5MOIS TESTS
FRANCE CAMPAGNE GRTGAZ ET MESURES SUR COGNAC

2024-08 a 2025-06 : CH4PROCESS missionné par GRTGaz/NaTran pour louer le
démonstrateur de la technologie SULKAN™ et vérifier les performances annoncées par
CLAIRION sur un site biogaz francais sans 02 et avec >4000ppm H2S (mais pas de COV)




Test de la solution CLAIRION — SULKAN™
Campagne NaTran sur un site sans injection O2 dans les ciels gazeux

8

g => Les performances annoncées sont-elles réelles et possibles sur applications biogaz ?

g Clairion’s SULKAN™ combined biogas treatment system offers a one stage - gl =
ol solution for removing H,S and Siloxanes Siloxanes . » Gas Out ™
-

L ')'-- » '3

L %% Clairion |/ ouamon

i e The System Process

£ At il The SULKAN™ system uses a disruptive biogas cleaning technology, Reactivation
= ol b e e based on a proprietary Catalytic Liquid platform and a dedicated e

; CLAIRION designed wet scrubbing mechanism. Within the scrubber H,S & Siloxane

§ compounds are absorbed, converted, and further separated from the '

aj biogas using an extraction and separation unit.

) The standard systems range Extraction &

3 cover flow rates up to 5,500 Nm?/h, , Sf“"ta('saéggr)

. while systems for higher ‘ < Gasin

£ &

= y flow rates are tailor made. } r‘!

.5 e H,S removal \'

from 5,000 ppm to below 5 ppm il
Siloxanes removal \ Si0; + iS04
from 200 mg/m? to below 1 mg/m? Catatytic liquid
\ Novel absorbing liquid with
) unique chemical properties and
qualities that open new
possibilities for gas treatment.
A
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— Ou trouver un site avec
, d’importantes teneurs en H2S qui
n’injecte pas d’air ou d’'O2 dans

ses ciels gazeux pour des essais
sur plusieurs mois ?!

(et qui serait prét a accueillir un pilote de
démonstration...)
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Site de REVICO
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Traitement actuel du biogaz sur REVICO

* Meéthanisation des vinasses du cognac. Production de biogaz
depuis 1986.
* Tours de lavage a la soude avec systeme intégré de séchage

= Abattement de 4000-5000ppm a 200ppm de H2S
= Consommation de NaOH proportionnelle a la quantite d’H2S a traiter

* Injection d’air au niveau des tours de lavage pour permettre un
mélange et une concentration suffisante en 02 pour le
traitement de finition par charbons actifs Charbons actifs (finition [ . i
= pas d’injection d’air dans les ciels gazeux des digesteurs (toits ' 200ppm =>0ppm) a V“’\ S it
rigides acier) W . Pilote CLAIRION :
Test 20m3/h biogaz brut
»  Cuves mobiles de charbons actifs AVANT injection d’air
= Abattement jusqu’a Oppm H2S et COV

* Valorisation en chaudieres et moteurs

Tours de lavage a la soude
(4000-5000ppm => 200ppm)

| CH4PROCESS & NATRAN R&l : Laveur liquide catalytique : traitement de I’H2S du biogaz sans nécessité O2 10
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Descriptif rapide du container laveur « SULKAN » testé a Cognac

< Clairion

System Overview

Vérification de I'abattement de I’'H2S sur un biogaz brut "
(10-20m3/h) contenant entre 4000 et 5000ppm d’H2S st e

=> teneur en 02 dans le biogaz brut :100-150ppm
(aucune injection, O2 provient des flux entrants)

‘
~: I 3

Absorption & Conversion Separation & Regeneration _ ﬂ

H.S0.

Close loop - Wet Scrubber

CH4PROCESS & NATRAN R&l : Laveur liquide catalytique : traitement de I’H2S du biogaz sans nécessité 02 12



Cycle de régénération du liquide de lavage

o Ciel gazeux du
| Colonnes biogaz 40°C < ;
separateur : sortie COV

~

Locic
[ s
DIOgaZ

traité

7

Liquide catalytique Liquide catalytique en
regénéeré | sortie colonne + H202

Phase aqueuse : sortie
H2S en acide sulfurique

Séparateur liquide- |
liquide 70°C |

Acide sulfurique
concentration 25 %

CH4PROCESS & NATRAN R&l : Laveur liquide catalytique : traitement de I’H2S du biogaz sans nécessité 02 13



Importance de la sécurité (produits chimiques & ATEX)

Importance de la formation du
personnel a la manipulation de
produits chimiques

;
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. .
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Suivi qualité biogaz (enjeux H2S et 02)

Mesures biogaz brut
avec analyseur portatif
(exploitant)

UGC sur site par EXPLORAIR (une
journee) : , Mesures biogaz lave
Controle au ppm pres des T - : — I | avec analyseur portatif
concentrations IN et OUT Bl —— sl ntios cilnd (exploitant)

== . B\

MERCI AUX EQUIPES DE REVICO !!
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Performances et consommations H202 confirmées lors des essais (H2S et 02)

>COV : <10mg/m3 dans le biogaz brut sur
ce site. Performances non confirmeées

Interessant a
partir de 15kgS/j
¢

73|

:
5
]
&
5

A
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Inr OV

Bilan sur les 76 jours de fonctionnement représentatif

2 000

1500

1 000

Quantite (kg)

500

P P
£l 1 4 Clairion
" 7,‘- ‘..). .';‘,l ,;”.. -i
,".,.:- ;:)FM" in ! .
g,
{ \ .
“,"/‘ "',
A

Consommation / Production - SUL

10,00

* Consommation H202

20,00

30,00

Temps (jour)

40,00

Taux moyen d’abattement
H2S :>98%

Débit biogaz moyen:
11,5 Nm3/h

Essais complémentaires CLAIRION
(dont < [NaBr] )

50,00

* Production H2SO4

KAN™

¥

Consommation H202 :
11,7 kg H202/kg HaS traité

(20,7 litres/jour)

Production H2504:
18 kg H2S04/kg HaS traité
(26,6 litres/jour)

60,00 70,00

| CH4PROCESS & NATRAN R&l : Laveur liquide catalytique : traitement de I’H2S du biogaz sans nécessité 02

Concentration H2S (ppm)

6 000

5000

4000

3000

2000

1000

Concentration H2S Inlet/Outlet - SULKAN™

10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00 80,00

Temps (jour)

90,00

* H2SIN

* H2SOUT




s WS EEN G
) o QM.Q

i ¢d° \\
= »~ 1815 heuresde '~
up Le :

7 fonctionnement
1 I Y représentatifs )
) t \ T S (76 jours) -7

i i Cla'rlon F H2504 e e
P — (25%) ————————-

H:20:
(35%) , l :

13 gHzoz/kgst ~ T TTRITTTTT I T T T 18kgH2504/kgH25 1 & :

Q|

g

N B N

0 i

g

E Abattement |

(soit 131,8kg S cumulés) L >98% H,S _=

Eau
1-2 L/h (soit 2,6kg S cumulés)

Electricite
2-3kWé

& @ Les consommations en H,0, sont 12,5% au-dessus des valeurs commerciales
T données par CLAIRON (13kg, >0, / kgyyos au lieu des 11,43kg,,,., / kgyys attendus)

CH4PROCESS & NATRAN R&l : Laveur liquide catalytique : traitement de I’H2S du biogaz sans nécessité O2 18



Focus O2 — mesure par chromatographe pnGC/TCD/MS ,/ﬁ;sénr;i;fchtuées pars
PR XPl 'A!V Vile
j i ‘\\ 27 mai 2025 _-7

g Impact O2
Biogaz O2 résiduel limité

4342 ppm Ha2S

02
219 ppm
—) Bjogaz

145 ppm H>S

Le process ne consomme pas d’O2 et il n’augmente qu’entre 100 et |150ppm la

teneur en O2 dans le biogaz traité & D@
Une meilleure régulation de l'injection H202 peut aider a réduire encore cette valeur. T

g
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g
3
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E
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Résumé des performances

* Traitement H,S: * Traitement Composés Organo-Volatils (cov)
Reéactions chimiques sans ajout ou néecessite 02 processus physique non vérifié pendant la campagne
= Consommation H,0, = Absorption a 40°C puis désorption a 70°C
< 4kg par kg H,S traité < augmentation consommation électrique de I'ordre <5kWé
soit 8kg,y,0, / k&< Si H,0, a 50% < campagne complémentaire a réaliser car pas de COV dans le
ou 11,43kg,»0, / Kgpps i H,0, 3 35% biogaz du site pilote !

= Production H,S0, entre 20 et 30%
< de 15 a 20 kg par kg H2S traité (18 en moyenne)
Plus stable si toujours a 25% avec mesure automatique ? [ ENTRE 4 ET 5 €/KGS
(c

harbons actifs entre 8 et 12€/kg$) i >2x moins cher en OPEX ]

6 mais CAPEX plus élevé |

Si le debit augmente, le diametre des colonnes augmente

< Qualité compatible avec plan d’épandage ou autoconso

Les consommations electriques ne sont pas @\\

proportionnelles aux debits traites | (<10kWe)

CH4PROCESS & NATRAN R&l : Laveur liquide catalytique : traitement de ’'H2S du biogaz sans nécessité 02 20

Les consommations thermiques dependent des
température et humidité du biogaz brut

@),

*’(

Si la concentration en H2S augmente, la hauteur des colonnes
augmente

Temps moyens passés en controle et suivi : 15min sur
jours ouvrés (controles chimiques automatisables)

~
/

C )Avec ou sans nécessité de traiter les COVs, le liquide catalytique }

T izs S S A f S passe par une phase a 70°C pour etre regenére
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Industrialisation de la solution et fabrication en France

Depuis juillet 2025, CH4PROCESS est le distributeur exclusif de la technologie en France avec pour conditions :
M Fabrication en France dans ses ateliers rémois

M Programmation et acces a I'automate pour faciliter le SAV et le support distant

M Support CLAIRION pour les mises en service et la fourniture du liquide catalytique

* Solution pour les sites avec plus de 15-20kgS a * Essais en cours sur ISDND
traiter par jour = Performances sur abattement COV
= installation en container 20 pieds, tuyauteries et tour en PP = Alternatives ou compléments aux charbons actifs

= Interfaces avec le traitement lixiviats ?
* Fabrication conforme CE bénéficiant du retour

d’expérience de CH4PROCESS sur la fabrication de

machines spéciales, dont tours de lavage pour o off

biogaz A2 eHrrces

= Atelier a Reims c € .l
3:‘) (’(;}.‘ Haprocess

ATEX 5 =
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Maitrise de la solution selon les types de sites biogaz

Abattement
H2S sans 02

Abattement

Conso H202 cov

Qualité
acides
H2S04

Intérét
économique

Sile de Agrilyls Energy
Commune de Chaumont (Haute-Marne)

AGRICOLE AUTONOME

parté par un ou plusieurs exploitants agricoles ou par une structure agricole
méthanisant plus de 90% des matiéres agricoles issues des exploitations
agricoles

AN

Plan d'épandage

X

Site de Vilois Cnergic
Coammune de Senlis |Olse)

Site de Biolois
Commune des Essarts en Bocage {Vender)

Site de Grange Dawvid
Cammime de Tours of La Riche (Indee-et-Loire)

AGRICOLE TERRITORIAL

porte par un agriculteur, un collectif d'agriculteurs ou par une structure
agricole

méthanisant plus de 50% [en masse] de matiéres issues de la ou des exploi-
tations agricoles

integrant des déchets du territoire {industrie, STEP, autres...)

-

AN

Plan d'épandage

?

Si >20kgS/jour

INDUSTRIEL TERRITORIAL

parté par un développeur de projet ou par un ou plusieurs industriels
intégrant des déchets du territoire {industrie, STEP, autres)
méthanisant des matieres issues ou non d'exploitations agricoles

AN

Plan d'épandage

N

Si >20kgS/jour

BOUES DE STATIONS D’EPURATION (STEP)

installations de mathanisation associges & un processus de traitement des
eaux usées urbaines ou industrielles

-

AN

SN TN NS
)

STEP aval Si >20kgS/jour
Site ISDND 5t-Maximin INSTALLATION DE STOCKAGE DES DECHETS NON DANGEREUX (ISDND)
Commune de Saint- Maximin (Oise] e < r 2 2 .
les 1ISDND éliminent les déchets non dangereux qui ne peuvent étre valari-
sés par ailleurs ' '
captage du méthane produit par la décomposition des déchets
e e

Traitement lixiviats?

Si >20kgS/jour

I
e
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Conclusion et autres essais
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Positionnement des solutions étudiées

X Optimisation des pratiques d‘exploitation
Ajout our maitriser la teneur en 02 « en l'état »

volontaire Vouziers)

d’'02 pour

abattre le Régulation automatique de l'injection d'02
soufre (Mines Voltigital)

Off-gaz

Biométhane
Epuration 5  Injection

Biogaz pretraite

Oxydation biologique Prétraitement
HoSpase + 02— Hi0 + 8

L'étape clé est la désulfuration du
biogaz avant son &puration.

la  majorité des  producteurs Blusi tchnolodi
Al el e S e Ll oIS chnavdes Solution de désulfuration alternative
j actifs. Lo présence d'02 est drépuration  sont utilisées utilisant des sels ferriques (NaTran R&l)
nécessaire a la réaction par les producteurs.
d'oxydation de [I'H25 sur ces )
Ajout involontaire d'02 avec eharbens actits Lbigz nzcg:rtc?nuﬁs c?l_? ”rf!mrlg Solutions de désulfuration alternative
] e < W P d | reposant sur des technologies de lavage
certains intrants i o - (Clairion et Starklab)
] — biométhane ou l'off-gaz
Oxpdation chinmique selon  la  technologie
HyS gaseus + 0, = Hy0 + S considérée. Désoxygénation catalytique au CH4 (Arol
Energy
Charbon actif
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Plus d’informations sur la campagne de vérification des performances du laveur CLAIRION
et sur les autres essais de technologies soutenus par NaTran

® Se connecter

Solutions for Controlling the Oxygen Content in Biomethone

Managing oxygen concentration in Biomethane (english subtitle) LPS. outube.com/watch ?v=1HIYyXOspPQ
O Non répertorice
‘ St s M1 G @ Paager [ Enregistrer e (vidéo non référencée!)
‘atee UNIVERSITE @ -y . Meétropole
T PR HORRARGE ENSAIA @b m G'\Dr CNGiIGC GrandNancy
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¢Htbi INSA

Toulouse Biotechnology Institute TOULOUSE
Bio & Chemical Engineering

Etude financée par le programme OPENLAB du groupe INSA

Optimisation de la méthanation biologique : effet

de la source de soufre sur les activités biologiques
de consortia alimentés en H,/CO,

M. Grad, L. Charewicz, L. Laguillaumie, C. Dumas

TBI, Université de Toulouse, CNRS, INRAE, INSA, Toulouse, France
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Valorisation du CO, contenu dans le biogaz

Méthanation biologique
4H, + CO, - CH, + 2H,0

* Enrichissement du biogaz

* Energie

BIOGAZ
30-50 % CO,
50-70 % CH,

Fermentation gazeuse

@G% co, 4H, + 2C0O, - C,H,0,+ 2H,0
Voies de
e o® valorisation « Matiére carbonée
* Précurseurs chimiques
CH,

Valerszior * Chimie verte du CO,

energétique
Méthaniseur UNIVERSITE c® Py =] p | ——, métrop0|e
T~ @ DE LORRAINE ECN“AIA Ctb m G'\D* CNGiIC GrantNancy




Effet de différentes sources de soufre sur les activités
biologiques ?

Besoins pour la Effet sur le pouvoir Besoin pour le
croissance ? redox du milieu ? métabolisme
énergétique ?
Formule brute admise d’'une Na,S : -400
cellule microbienne _ . N )
Cys-HCI : -400 a -370 mV sulfoxidants

C.H-NO.P. .S Na,SO, : >-300
517 2" 0,12~0,04 s
sulfato-réducteurs

Ratio molaire C/S = 125

'atee 0 UNIVERSITE o® /o - — métropole
DE LORRAINE EN“AIA @bm G'\‘ CNGiIC GrantNancy

NANCY




Effet de différentes sources de soufre sur les activités
biologiques ?

Besoins pour la
croissance ?

Formule brute admise d’une
cellule microbienne

C5H7N O2P0,1ZSO,04

Ratio molaire C/S = 125

Elément important chez les
microorganismes autotrophes
anaérobies

> Clusters Fe-S

» Fonctions thiol et ponts S-S

Fdox

2H, ; _
>[NiFe] acys

" 2 [4Fe-45]
4H 2 [4Feds) P

[3Feds] \2:‘ le

[2Fe2s] / de 2"1&&45]

[4Fe4s)

Enzyme clé dans la Mt (4Feas]

production de méthane

Zn

Methanothermobacter et la

plupart des méthanogenes
Buckel et Thauer 2013
UNIVERSITE @
tee e LoRRAINE ENA T A (€

CoM-S-S-CoB + 2 H*

2 [4Fe4S]<—r Fd,ea®

CoM-SH
+ CoB-SH

ctbm G-\ :

Peu de méthanogenes utilisent

les sulfates
Methanothermococcus

. thermilithotrophicus
La plupart utilisent HS

Methanobrevibacter
La Cystéine peut-étre utilisée ruminantium
par la plupart pour la Livetal, 2012
production de HS

La méthionine n’est pas
utilisée

Les acétogénes sont tres
versatiles

La cystéine a un effet
bénéfique sur les
performances de C.

thermoaceticum
Koesnandar et al., 1990

e meétropole
CNGiIC GranitNancy




Effet de différentes sources de soufre sur les activités
biologiques ?

Potentiel redox
Effet sur le pouvoir

redox du milieu ? 2 S AG® =-152 kl.mol™*
//
Na,$ : < -400 ¢ 4 CH, AG® =-131 kJ.mol™
Cys-HCl : -400 3 -300 mV g
oS /
Koesnandar et al., 1990 \ \‘
Khanal et Huang, 2003 \ \ Acetate
Jee et Nishio, 1987 )
-y Co, - @
Différent accepteur .
d’électrons en L
fonction du pouvoir ,, 27
" SO,
redox du milieu
Lever, 2012 Accepteurs

d’électrons

@ i N (ctbm  GRDF NS Gairobole
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Effet de différentes sources de soufre sur les activités
biologiques ?

Effet sur le pouvoir
redox du milieu ? Redox extracellulaire

Na,S : < -400
Cys-HCI : -400 a -300 mV

Redox intracellulaire
Pool et ratio de
cofacteurs redox
NADH/NAD*
I:dred/FDox

Koesnandar et al., 1990
Khanal et Huang, 2003
Jee et Nishio, 1987

Différent accepteur
d’électrons en

Profil de produits
Composés réduits si stress oxydatif
fonction du pouvoir Grimalt alemany et al., 2021

redox du milieu

Lever, 2012

"a UNIVERSITE e . e, Meétropole
etee @DELORRA'NE ENATA @bm GDF CNGIC Grandﬂgncy




Effet de différentes sources de soufre sur les activités

Besoin pour le
métabolisme
énergétique ?

sulfoxidants

sulfato-réducteurs

Puits d’électrons
(H,)

Mais peuvent étre
bénéfiques en cas
de syntrophie

Rigaud et al., 2025

—
n

biologiques ?

"\\0
H OQ"’QOQQ‘Q Ha Acetotrophic
Q \e&&z\\\?’o \  methanogenesis
&

H: 4 ), ¢ .

2 -» AC o e
= Homoacetogenesis Assimilation

% Biomass

Sulfidogenesis

Sulfuricurvum,
Sulfurimonas,
Sulfurospirillum

atee (M)usitic ENGTA (ctbm GIDF

NNNNN

Potentiel redox

Accepteurs
d’électrons

e Meétropole
CNGiIC GrandNancy



Plan d’expérience : effet de la source de S en
fermentation gazeuse / méthanation biologique

- i— - \ CPGquuide AGV
Prélevements - | | [ =7 Nessler NH,*
liquides r Q‘ - || ——2 ﬁ - V
| L;- l —‘:’ ‘l}
H pH-meétre Spectrophotomeétre Fluorimétrie
y ‘5 ¢ pH DO (600 nm) DEEP - INSA Lyon
Mesures de y/ pH; =06
pression

P, = 1,3 bars

CPGgazd

sl CO,, H, N
Prélévement gaz 2. M2, M2,
g CH,, H,5

33% H,/ 17% €O,/ 50% N, ]

» Milieu de culture V =200 mL
X 9 + lnoculum V=1mL

1\"'Ill:u:ul.ltenle 500 mL
T°= 40°C
400 rpm

@ it ENGTA (ctbm  GRDF

e Meétropole
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t,/ 8-
Source de S
Na,S, 9 H,0
Na,SO,
L-Cys-HCI-H,O
Inoc

Tampon
phosphate
pHi

%i H2

%i CO2

Pi (bar)

mg/L

mgS/L
800 107
250 56,4
500 91,3

Fermentation continue
H,/CO, mésophile

100 mM

6,03 £0,14
372
161

1,35+0,12

—
n

ASSOCIATION TECHNIQUE @
ENERGIE ENVIRONNEMENT

mg/L mgS/L
172 23
100 23
125 23

Méthanation fermée
syngaz thermophile

50 mM

5,97 £0,04
331
170

1,41+ 0,09

UNIVERSITE

DE LORRAINE ENSA? A

NNNNN

mg/L mgS/L
172 23
100 23
125 23

Fermentation continue
H,/CO, mésophile

50 mM

589+0,11
37%3
19+1

1,09 + 0,09

ctbm GRDF

Plan d’expérience : effet de la source de S en
fermentation gazeuse / méthanation biologique

mg/L mgS/L
172 23
100 23
125 23

Fermentation continue
H,/CO, mésophile

100 mM

6,00 + 0,04
30 £1
16 +0

1,45 £ 0,15

e Meétropole
CNGiIC GranitNancy



Abondance relative des genres identifiés dans les inoc

Composition microbiologique Camp1noctes Campzinoctyor

g__Methanobacteriaceae_Genus 7,30% 10,69%g__Methanobacteriaceae_Genus

° g_ Clostridium_B 32,43%
d e s co n S O rt l a ‘g_Methanothermobacter
g__Sporolactobacillus 34,00%
g__Desulfosporosinus 1,68%-

g__Incertae_Sedis 0,07% 22,01%g__Incertae_Sedis
1,40%g__Thermicanus
Deux inoc tres différents B_Pseudomanas S
,43%g__Thermoanaerobacter
Relativement peu de diversite 8_Oryzomicrobium
g__Pelospora
Encore moins dans celui de méthanation 8_Sphingobacteriaceae_Genus
g Mycobacteriaceae_Genus
g__ Delftia
g_ Clostridium_AT
g__ Xenophilus
0,01%f__Peptostreptococcaceae_Genus
0,05%g__Proteiniphilum
0,06%g__Moorella
camp1inoc camp2inoc 1,19%g__Acetomicrobium
g_ Clostridium

g__Comamonas
g__Rummeliibacillus
g__Rhizobium_C

g_ JN-9
g__Acinetobacter
g__Caproiciproducens
g__Allochromatium 0,04%g__Allochromatium
0,37%g__Defluviitoga
g__Stenotrophomonas
c__Clostridia_Genus
d__Bacteria_Genus

0,01%g__Tepidanaerobacter
g_ Brucella

g_ Oscillibacter
g__ Brevundimonas
g__Zoogloea
0,01%g__Fermentimonas
0,22%g_ DUMPO1
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g__Pseudoxanthomonas
.- —~ g__Ruminiclostridium
atee UN'VERS'TE E NO ' g_ Desulfitobacteriaceae_Genus
ASSOCIATION TECHNIQUE DE LURRAINE ‘AI A g_ Weeksellaceae_Genus
ENERGIE ENVIRONNEMENT NANCY g_NUbSE”a
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Activités biologiques mesurées : rendements en produits

gDCO_P/gDCO_H2

Inoculum issu du Réacteur continu de fermentation

100%

80%

60%

40%

20%

0%

+

Na2S

de H2/C0O2 mésophile

Na2s0O4 Cys-HClI

100%

80%
[a]
T

§ 60%
B Acétate ]
a

Méthane o 40%
a
%0

20%

0%

+

Na2S

Inoculum issu d’un réacteur fermé de méthanation
de syngaz thermophile
M Acétate
Méthane
Na2s0O4 Cys-HClI

—
n

UNIVERSITE
g&&& DE LORRAINE

NNNNN

e Meétropole

e
ENATA (ctbm GRDF GCNGIiIC GraniNancy



Composition des consortia en fin de tests d’activité

= Inoc fermentation H2/CO2 mésophile Inoc méthanation syngaz thermophile
° —
N L/ N r N Other
g — g__Clostridium
E B g__ Clostridium_B
(<))
-l g__Desulfosporosinus
=}
© W g__Hydrotalea
N
FI| 0.8 B g Kyrpidia
g B g__Methanobacteriaceae_Genus
'-lg B g__Methanothermobacter
»
‘c B g__Sporolactobacillus
© a
..'c_. g 0.6 M g__Thermicanus
‘O o .
E 5 M unassigned

Q0
g ]
8o 2
5] B
= M
S 0.4
=
(L)
>
o
=
=
()
-
= 0.2
)]
i =
Q
()
o
)
(%)
N
£ L -
S o .
o G, Sy G G S, S Sy G G

o, S, S, Mty O, ) Cony, o, s s s

-.! 10184 Dj&w JD‘;& [J;&S 018 .018 ﬁ_gee D;e 0381 098 6;0369 ﬁgee .Og&g »Oge '0383 0986 .OQB)Q bge)b Dee& 109&9
] sample_fact = samle fact = sample fact = mple_fact = sample fact = sample fact =
o ampi | Na2504] camp1 | LcysHCI Jeamp1 | Na2S Jcamp2 campz LcysHCI Jcamp2

ENERGIE ENVIRONNEMENT

atee et ENSTA (ctbm GRDF naTran cmos A

DISTRIBLTION FRANCE




Relative abundance

8DCO_P/gDCO_H2

Inoculumissu du Réacteur continu de fermentation
de H2/CO2 mésophile

§

3

100%
- B
w Acétate
Méthane
20%
0%

Na2s Na2504 Cys-HCI

100%

80%

CO_H2

60%

a0%

gDCO_P/gD

20%

0%

Inoculum issu d'un réacteur fermé de méthanation

de syngaz thermophile

-+

u Acétate
Méthane

Na2s Na2504 Cys-HCl

Inoc fermentation HZ/COZ meésophile

noc méthanation syngaz thermophile

17

o
@

14
>

oS
S

o
~

S, S, S,
Dy, Oy Sy oy I, oy, Sy, Sy, o,
018 015 g, Pig; %y, 01@‘7 plgs Pags. g, 018 >, 0158 Pigy
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W g_ Kyrpidia

B g_ Methanobacteriaceae_Genus
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Conclusions

Choix des nutriments important pour I'orientation du procédé
Compétition forte acétogénes/méthanogeénes
Synergies microbiennes avec les bactéries du cycle du soufre

Bilan global sur sulfate plus faible - sulfato-réduction

Perspectives

Méthodes d’analyse pour les composés soufrés
Bilans sur I’élément S

Analyse microbiologique des populations actives - ARN
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