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Introduction

Perspectives de développement énergétique

D’apres 'OCDE (Organisation de Coopération et de Développement Economiques),
la demande en énergie au niveau mondial en 2100 sera deux a cinq fois plus importante
qu’en 1990, et les émissions nettes de carbones pourraient étre multipliées par trois. Aussi,
I’activité économique mondiale aura été transférée en grande partie aux pays actuellement
en voie de développement qui possederont alors une productivité équivalente a celle des
pays industrialisés actuels. Selon ces scenarios, la population mondiale serait de 11,7 mil-
liards en 2100 alors qu’elle était de 5,3 milliards en 1990. Enfin, le produit mondial brut
aura été multiplié d'un facteur de dix a quinze (OCDE, 1999).

Cette augmentation démographique sera correlée, outre a une demande croissante
en énergie, a une élévation drastique de la production mondiale de déchets solides. Cette
derniere sera trois fois plus importante qu’en 2010 et atteindra 11 millions de tonnes par
jour (Hoornweg et al., 2013). Leur traitement deviendra un véritable enjeu, a 1'échelle de

la planéte.

Ainsi, bien que de nouveaux gisements fossiles aient été découverts, et que leur
disparition n’est plus a l'ordre du jour sur un moyen terme, ces hypotheses prédisent
que la part des énergies vertes augmentera dans les prochaines décennies. En particulier,
le revenu moyen par habitant sur Terre connaitra une croissance progressive : ceci sera
concomitant a une prise de conscience écologique au niveau des pays alors industrialisés
et entrainera une demande plus importante de sources d’énergies vertes et respectueuses

de Penvironnement.

Enfin, les décisions écologiques récentes comme celles issues de la COP 21 a Paris

en 2015 pronent et incitent a 'usage des énergies renouvelables. Ceci passe notamment



Introduction

par des incitations économiques. D’apres le Ministere de I’Environnement, de I’Energie et
de la Mer, la France s’est fixée comme objectif en 2010 de porter a 23 % pour 2020 la
part d’énergies renouvelables dans sa consommation totale d’énergie, soit plus du double
qu’en 2005 (OCDE, 1999). En 2014, la France comporte 330 unités de méthanisation.

Place de la méthanisation et enjeux

La méthanisation, couplée a d’autres méthodes de production d’énergies vertes,
est une réponse partielle a ces problématiques. Ce processus biologique permet de produire
du biogaz, composé majoritairement de méthane et de dioxyde de carbone, pouvant étre
injecté dans les réseaux urbains apres purification ou briilé directement sous forme de
chaleur. Celle-ci pourra servir a la production d’électricité. Certaines techniques dites de

co-génération ont pour avantage de générer a la fois de la chaleur et de 1’électricité.

Les réactifs utilisables pour ce processus biologique sont de nature variée, et
concernent I’ensemble des déchets organiques, comme les boues issues des stations d’épu-
ration ou encore les rejets agricoles. Ces substances seront par cet intermédiaire traitées
sous une forme valorisée et constituent une alternative bénéfique a leur stockage ou leur
incinération. Il apparait donc que sur le long terme, la méthanisation peut constituer un
moyen de lutte a la fois contre 'augmentation des déchets en zone urbaine et la demande
d’énergie croissante. D’apres 'ADEME, le secteur agricole génere 20% des émissions de
gaz a effet de serre en France, et le traitement des déchets agricoles permettrait de dimi-

nuer celles-ci tout en répondant en partie aux problématiques énergétiques.

La méthanisation est basée sur la fermentation anaérobie, c¢’est-a-dire 1’assimila-
tion des déchets organiques par les bactéries dans un milieu privé d’oxygene. C’est un
processus biologique, industrialisé sous la forme de petites unités agricoles ou de grandes
installations urbaines, ou les parametres opératoires sont controlés et optimisés. La mé-
thanisation possede également d’autres atouts comme la production d’engrais a haute
valeure fertilisante. Les effluents de nature organiques sont également désodorisés (Al-

mansour, 2011).

Cependant, le devenir de la méthanisation est soumis a plusieurs enjeux : d’une
part, la rentabilité des installations industrielles est encore trop faible a ce jour, no-
tamment a cause d’investissements initiaux importants. Enfin, la méthanisation est tres
sensible aux conditions opératoires telles que le pH, la température ou l'alcalinité du mi-

lieu. De plus, des substances présentes dans le milieu réactionnel, provenant des déchets



utilisés, peuvent produire une inhibition non négligeable du processus, voire son arrét

complet.

Plan et objectifs

Dans 'optique d’étudier ces parametres d’inhibition, nous nous intéresserons plus
particulierement a la méthanisation du lisier bovin en secteur agricole et son inhibition
par deux antibiotiques, la streptomycine et la colistine. En effet, ce sont des substances
couramment administrées a ces animaux et qui sont retrouvées dans le lisier qui sera
ensuite introduit dans les réacteurs. Il se pourrait donc que ces molécules produisent
un effet sur la méthanisation. En particulier, une modification des parametres physico-
chimiques du milieu de fermentation pourrait avoir un impact sur le volume de biogaz

produit et sa fraction en méthane.

La premiere partie de ce travail sera consacrée a une étude bibliographique sur le
processus de méthanisation. D’une part, les différentes étapes seront étudiées, tant d’un
point de vue chimique que bactériologique, puis différents effluents pouvant étre utilisés
comme réactifs seront passés en revue, ainsi que leur potentiel de production de méthane.
Ensuite, les parameétres monitorés a 1’échelle industrielle et influencant le processus seront
étudiés et certaines techniques permettant d’améliorer le rendement seront passées en
revue. Enfin, la derniere section de cette partie sera consacrée au devenir possible du

biogaz et des résidus solides ou liquides.

Dans une deuxieme partie, les différents antibiotiques administrés au bovin a ce
jour, et les classes d’antibiotiques associées seront passés en revue, ceux-ci étant sus-
ceptibles d’étre détectés dans les déchets agricoles et donc de produire un effet sur la

méthanisation.

Dans la troisieme partie de ce mémoire, nous nous intéresserons aux parametres

inhibiteurs de la méthanisation, en particulier les antibiotiques.

Enfin, la derniere partie présentera 1’étude effectuée dans le cadre de 1’équipe
Sols et Eaux, au Laboratoire Réactions et Génie des Procédés a Nancy, sur l'effet de la

streptomycine et de la colistine sur la méthanisation.






Chapitre 1

Le processus de méthanisation

1.1 Principe

La méthanisation consiste en la transformation biologique, en milieu anaérobie, de
la matiere organique sous l'action de microorganismes. Les produits obtenus sont de deux
types : le biogaz et un sous-produit solide appelé digestat. L’ensemble des réactions qui
se produisent sont appelées « digestion anaérobie » ou encore « fermentation anaérobie ».

Usuellement, ces termes sont confondus avec le terme de « méthanisation ».

Le biogaz obtenu est principalement composé de méthane (CH,) et de gaz car-
bonique (CO,), dont les quantités respectives sont en moyenne de 60 et 40 %. Dans la
plupart des installations industrielles, le méthane va ensuite étre transformé en électricité,
en chaleur ou les deux simultanément par un procédé de cogénération. Il peut également
étre purifié et réinjecté dans les réseaux de gaz de ville. Les sous-produits restants sont
le digestat, lors de la méthanisation de produits solides et semi-liquides, et 1’éluat si les

produits méthanisés sont liquides.

La méthanisation est de plus en plus convoitée par les industriels, et de nombreuses
recherches sont en cours pour améliorer ce procédé. Ses bénéfices se situent tant au niveau
économique qu’écologique. Il s’agit également d’'un moyen efficace pour éliminer certains

types de déchets et pour les convertir en produits valorisables économiquement.

Ainsi, les déchets utilisés comme substrat pour la méthanisation sont de nature
tres variée : il s’agit de déchets provenant de stations d’épuration, d’exploitations agricoles,

ménagers, industriels ou encore d’enfouissement de déchets.
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Cependant, la digestion anaérobie est tres sensible aux conditions opératoires.
Ainsi, différentes études ont montré qu'une variation de pH, de température ou d’autres

parametres chimiques ou physiques du milieu réactionnel peuvent conduire a une baisse

importante de la production de méthane.

La dégradation mésophile est la plus courante (Chen et al., 2014).

— Electricité

Déchets

. Digesteur Biogaz
organiques

—— Chaleur

Digestat

Engrais

F1GURE 1.1.1 — Principe simplifié de la méthanisation

La réaction de digestion anaérobie peut étre écrite sous la forme suivante (Moletta,
2011) :

Par rapport a une dégradation en milieu aérobie, la méthanisation a les avantages
suivants :

— La quantité globale d’énergie a fournir, dans 'optique d’une installation a I’échelle
industrielle, est moindre

— En sortie de processus, moins de déchets sont a éliminer par voie classique (inciné-
ration...)

— Meilleur rendement

— Elimination accrue des agents pathogenes présents dans le milieu (Chen et al., 2014).
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Cependant, les inconvénients de la méthanisation sont une grande sensibilité aux toxiques
organiques et aux substances contenus dans le milieu réactionnel(Chen et al., 2014). Dans
le cadre de son application, il est donc nécessaire d’étudier les éléments potentiellement

inhibiteurs.

1.2 Etapes

Le processus de méthanisation met en oeuvre un ensemble complexe de réactions
biologiques en milieu anaérobie. A chaque étape de son déroulement, de nombreuses es-
peces de bactéries interviennent, notamment des populations d’eucaryotes, procaryotes
et d’archées. Sur 579 microorganismes analysés, une étude a déterminé 146 especes diffé-
rentes (Godon et al., 1997).

La méthanisation peut étre décomposée en quatre étapes principales :
1. Hydrolyse
2. Acidogenese
3. Acétogenese
4. Méthanogenese

Ce schéma a a été proposé par Zeikus lors du congres mondial de la digestion anaérobie
qui s’est déroulé en 1980 a Cardiff. Il s’agit du schéma de référence a ce jour (Buffiere

et al., 2009).

1.2.1 Hydrolyse

Les réactions d’hydrolyse consistent a transformer les molécules complexes et de
haut poids moléculaire composant la matiére organique solide (protéines, lipides, polysac-
charides) en intermédiaires monomériques solubles. Ainsi, les protéines sont dégradées en
acides aminés, les lipides sont hydrolysés en acides gras, et les sucres en monosaccharides,

notamment en glucose.

Par exemple, I’hydrolyse des protéines consiste a rompre les liaisons peptidiques

entre les acides aminés la composant (organisés en peptides) tout en libérant de I’énergie.
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LOOO

Molécule complexe Monomeres

FIGURE 1.2.1 — Principe de I'hydrolyse

Les lipides se trouvent généralement sous forme de triglycérides. Il s’agit d'un
assemblage de trois acides gras avec une molécule de glycérol : lors de I’hydrolyse, ces

quatre molécules sont séparées.

1.2.1.1 Aspects chimiques

La vitesse de cet ensemble de réactions est lente, notamment en ce qui concerne
les réactifs peu ou non solubles. Ceci est souvent le cas des déchets organiques utilisés dans
les méthaniseurs (Buffiere et al., 2007; Moletta, 2011; Cazier et al., 2015). En particulier,

la lignine est dégradée de maniere tres lente.

L’hydrolyse est considérée comme étant jusqu’a 40 fois plus lente que 'acidogénese
qui lui succede. Lorsque la matiere organique est insoluble dans ’eau, I'’hydrolyse est
I'étape limitante de la méthanisation (Frédéric et Lugardon, 2007; Moletta, 2011).

Cette étape est effectuée par des enzymes extracellulaires : selon le type de réactif,

il peut s’agir d’estérases, de glycosidases, de peptidases ou encore de lipases.

Rl_ﬁ‘OH
D—§R1 H o
Lipase
kR = OH + R, C-OH
s [
O-CR; OH
I Bs—cC-0H
< [
o
Triglycerides Glycerol Fatty acids

Hydrolysis of triglycerides

FIGURE 1.2.2 — Hydrolyse des triglycérides par la lipase ("Division de génétique)
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Le mélange de matiere organique peut étre représenté approximativement selon la
formule suivante : CgH,,0O, (Ostrem et J. Themelis, 2004). Dans ce cas, les réactions d’hy-

drolyse pourront, de maniere simplifiée, produire du glucose selon la réaction suivante :

Cette représentation chimique, permet, d'un point de vue théorique et global, de

décrire de maniere satisfaisante les parametres chimiques des réactions d’hydrolyse.

1.2.1.2 Aspects bactériologiques

Les bactéries entrant en jeu dans cette étape sont des bactéries ayant des actions
hydrolytiques et fermentives (Ostrem et J. Themelis, 2004). En particulier, les polysac-
charides sont dégradés par des bactéries du genre Cellulomonas, les protéines par Bacillus

et les lipides par Mycobacterium.

Les bactéries principales intervenant dans la dégradation de la cellulose sont Bu-
tyrivibrio fibrosolvens, Clostridium cellobioporus, Clostridium lochhadii, Clostridium ther-
mocellum, Clostridium stercorarium, Ruminococcus albus, Ruminococcus flavefaciens et

Micromonospora bispora.

Les taux de croissance bactériens sont tres élevés dans cette étape, de 'ordre de
I'heure (Moletta, 2011).

1.2.2 Acidogenése

Les monomeres précédemment obtenus sont ensuite transformés par des bactéries
acidogenes. Les produits générés par les réactions d’acidogénese sont des composants or-
ganiques simples, comme des acides gras volatils (acides acétique, propionique, butyrique,

pentanoique), des alcools, des cétones, ainsi que du dihydrogene et du gaz carbonique.
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OO

Monomeres

@

FI1GURE 1.2.3 — Principe de 'acidogenese

En particulier, le glucose est transformé en éthanol selon I’équation suivante (Os-
trem et J. Themelis, 2004) :

CeH;,04 +— 2CH,CH,OH + 2 CO,

D’autres réactions se produisent sur ce réactif, comme sa transformation en suc-

cinate, acétate et formiate, selon la réaction suivante (Moletta, 2011) :

CgH,,04 + HCO,~ — C,H,0,* + C,H;0,” + CHO,” +3H" 4+ H,0

Les bactéries fermentives sont responsables de ces réactions de fermentation.

TABLE 1.1 — Bactéries intervenant dans I’étape d’acidogénese de la méthanisation (Cavi-

nato, 2011)
Voie chimique Produit Bactéries entrant
en jeu
Acétone, butanol Acétone, butanol, éthanol Clostridium
Butanediol Acetate, 2,3-butanediol, butylene, éthanol, Enterobacter
glycol, lactate, CO,, H,
Butyrate Acetate, butyrate, CO,, H, Clostridium
Lactate Lactate Lactobacilus
Acides mixtes Acetate, éthanol, lactate, CO,, H, Escherichia
Propionate Propionate Propionibacterium

10
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Les réactions d’acidogenese conduisent a une acidification du milieu réactionnel.
Certaines matieres solides comme la lignine ne sont pas dégradées et produisent un effet
inhibiteur (Moletta, 2011).

1.2.3 Acétogeneése

1.2.3.1 Aspects chimiques

Cette étape convertit les acides gras et les alcools en acide acétique, en dioxyde de
carbone et en dihydrogene (Chen et al., 2014). Ces composés seront utilisés lors de la der-
niére étape, la méthanogénese. Ces réactions sont couplées a la formation d’acide acétique

a partir d’hydrogene et de gaz carbonique : ce phénomene est nommé homoacétogénese.

Cette étape est lente et I'hydrogene a un effet inhibiteur sur elle. En effet, les
réactions intervenant dans cette étape ont une variation positive d’enthalpie libre. Ainsi,
elle ne sont pas favorisées thermodynamiquement et la pression partielle en hydrogene

devra étre sufisamment basse pour qu’elles se produisent (Buffiere et al., 2009).

1.2.3.2 Aspect bactériologique

Les bactéries qui interviennent dans ces réactions sont classées en trois groupes :
les bactéries homoacétogenes, les bactéries sulfatoréductrices et les bactéries acétogenes
productrices obligées d’hydrogene. Elles sont dites syntrophiques obligatoires. Leur vi-
tesse de croissance est de 'ordre du jour. Il s’agit de bactéries du genre Desulfovibrio,
Aminobacterium et Acidaminococcus (Moletta, 2011; Delfosse, 2011).

1.2.4 Méthanogenése

Dans cette derniere étape, I'acide acétique, I'’hydrogene et le dioxyde de carbone
sont transformés en méthane par des microorganismes méthanogéniques (Chen et al.,
2014).

Plus précisément, les microorganismes qui interviennent sont les Archées. Celles-
ci sont composées a la fois de bactéries a Gram positif et négatif, et leur forme est tres
variée. Il peut s’agir par exemple de cocci et de bacilles (Chen et al., 2014). Dans le cas

de la méthanogenese, elles sont classées en deux catégories, présentées ci-dessous.
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Chapitre 1 Le processus de méthanisation

1.2.4.1 Méthanogenese acétoclaste

Cette étape est réalisée par les bactéries acétoclastes. Celles-ci auront comme ac-

tion principale la transformation de I'acide acétique en dioxyde de carbone et en méthane.

Généralement, environ 70% du méthane du biogaz obtenu par méthanisation est

produit par cette étape.

Les bactéries entrant en jeu sont principalement du genre Methanothriz (M. soehn-

genii, M. concilii) ou encore Methanosarcina (M. barkeri, M. mazei, M. acetivorans).

1.2.4.2 Méthanogenese hydrogénophile

Ceci est réalisé par les bactéries hydrogénophiles. Ces dernieres vont produire
du méthane et de I'eau, par I'intermédiaire d’un mécanisme de réduction du dioxyde de

carbone par ’hydrogene.

Dans tous les cas, ces transformations se produisent en milieu anaérobie strict
uniquement, et du nickel est nécessaire a la croissance de ces populations bactériennes.
Aussi, il faudra étre attentif a la composition du milieu réactionnel afin de ne pas inhiber

cette derniere étape (Delfosse, 2011).

Le principal genre bactérien impliqué dans cette étape est Methanobacterium (M.

formicicum, M. wolfei, M. alcaliphilum, M. voltae).
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1.2 Etapes
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Chapitre 1 Le processus de méthanisation

1.3 Effluents de méthanisation

1.3.1 Types d’effluents

Un grand nombre de susbstances peuvent étre utilisées en tant que substrats de
méthanisation, et seront donc introduites dans le réacteur, initialement ou en continu,
dans le but d’étre méthanisés. En premier lieu, des déchets de nature tres variée sont
méthanisés : ceux-ci peuvent étre d’origine agricole, industrielle ou urbaine. La plupart des
déchets agroalimentaires peuvent étre méthanisés : il s’agit des résidus de la restauration,

des laiteries, fromageries, ou distilleries.

D’autres composés sont méthanisables, comme les boues de stations d’épuration,
les déjections issues de I'élevage, certains déchets ménagers et efluents industriels orga-
niques, les déchets de cuisine, les déchets verts, le papier de bureau, ou le carton. Plus
généralement, tout déchet contenant des protéines, lipides ou sucres est susceptible d’étre
méthanisé (Moletta, 2011).

I1 est a noter que les substances riches en lignine, souvent présentes dans les déchets
agricoles, présentent un inconvénient lors de la digestion anaérobie. En effet, celles-ci ne
sont pas hydrolysées lors de la premiere étape du processus. Elles nécessitent d’effectuer
des pré-traitements, notamment des opérations de séchage. Ces opérations consomment
de I'énergie, qui pourra éventuellement étre fournie par I'unité de méthanisation (Damien,
2013). Cependant, une fois ces composés éliminés ou pré-dégradés, les déchets végétaux
ont un rendement élevé en méthanisation car possedent beaucoup de carbone(Boileau,
2013).

D’un point de vue général, les déchets riches en graisses (huiles) ou en sucres
(fruits) ont un fort rendement de méthanisation, contrairement aux abats et au lisier
porcin et bovin (Lejeune, 2008). En effet, ces derniers ont une faible teneur en matiere
organique. Ils sont utilisés classiquement en co-méthanisation, c’est-a-dire mélangés avec

un autre substrat.

1.3.2 Effluents particuliers
L’intérét de la méthanisation est en réalité double : en plus de valoriser les déchets

en produisant de I’énergie, le processus permet de dépolluer certains produits. Cette action

est utilisée entre autres pour dépolluer les eaux usées.
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1.3 Effluents de méthanisation

Certains déchets de nature industrielle ont un effet néfaste sur I’environnement
quand ils y sont relachés, ou doivent passer par des onéreux et complexes circuits de
retraitement, d’incinération ou de stockage. En particulier, les résidus provenant de I'in-
dustrie pharmaceutique possedent une problématique de traitement tres complexe car ils

contiennent de nombreuses substances toxiques pour ’environnement et les étres-vivants.

Pour remplacer les circuits classiques de retraitement, il peut étre envisagé de
valoriser certains de ces déchets par méthanisation. Ceci permettra d’une part de pro-
duire de I’énergie, et peut d’autre part permettre de dégrader des substances toxiques.
Une équipe de recherche (Yin et al., 2015) a étudié et approuvé la faisabilité de cette
opération, en respectant certaines conditions. Avant leur rejet, ces déchets doivent subir

des opérations de purification pour éliminer les substances pharmaceutiques et toxiques.

Les procédés classiques de traitement des déchets ne peuvent pas enlever de ma-
nicre efficace les plus petites particules. Ainsi, la dégradation par la biomasse dans le
processus de digestion anaérobie aura pour avantage de réduire la charge en produits

organiques de ces déchets (Yin et al., 2015).

1.3.3 Caractérisation de la demande chimique en oxygéne

Généralement, les effluents sont caractérisés par leur matiére organique et/ou
leur demande chimique en oxygene (DCO). Cette notion est principalement utilisée dans
le domaine du traitement des déchets, pour caractériser le potentiel de valorisation d’un

effluent. La DCO représente toute la matiere oxydable, qu’elle soit organique ou minérale.

La méthode DCO est par définition basée sur le nombre d’atomes d’oxygene né-

cessaires pour oxyder les carbones du réactif a caractériser.

L’oxydation du méthane est telle que :

CH,+20, — CO, +2H,0 (1.3.1)

Une mole de méthane nécessite donc deux moles d’oxygene pour étre oxydée.
Les produits de cette réaction sont le dioxyde de carbone et I’eau. La masse molaire du

méthane est de 16,04 g.mol™'. La masse molaire du dioxygene est d’environ 32 g.mol .

Ainsi, 16 grammes de méthane correspondent a une demande chimique en oxygene
de 32 -2 = 64 grammes (Banks, 2011). La notion de demande chimique en oxygene dans

le cas de la méthanisation est donc basée sur ce raisonnement.
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Chapitre 1 Le processus de méthanisation

1.3.4 Pouvoir méthanogéne

Afin d’établir une unité commune permettant de comparer la quantité de méthane
produite par digestion anaérobie selon le type de déchet, la notion de « pouvoir métha-
nogene » a été introduite. Celle-ci exprime la charge en DCO du substrat par rapport a
la quantité de déchets (Le Bozec, 2011).

Le pouvoir méthanogene peut aussi étre défini comme le volume maximal de
méthane qui peut étre produit par unité d’effluent : il peut s’exprimer en masse ou volume

d’effluent, ou en masse de matieére organique, ou en charge de DCO (Cresson et al., 2015).

TABLE 1.2 — Pouvoir méthanogéne de différents substrats de méthanisation (Delfosse
et al., 2010; Pion, 2010; Moletta, 2011; Agr, 2011; Bova, 2012; Agence Re-
gionale Energie Réunion, 2013; Trame, 2013)

Substrat de méthanisation Potentiel méthanogéne moyen en m?/t
de matiere brute

Résidus de patisseries 650
Graisses (agro-alimentaire) 452
Colza 350
Céréales 300
Déchets verts 279
Graisses usagées 260
Mélasse 240
Mais seché 220
Graisses d’abattoir 186
Fumier de volaille 106
Mais ensilé 100
Herbe 100
Foin 100
Déchets ménagers 95
Betteraves fourageres 95
Pelouse 80
Déchets de cantine 63
Pulpe de pomme de terre 50
Petit lait 50
Raisin 40
Fumier de bovin 26
Lisier de bovin 16
Lisier de porc 10
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1.4 Parametres influencant la méthanisation

La méthanisation est un processus complexe impliquant un grand nombre de réac-
tions chimiques et d’especes bactériennes. Ainsi, de nombreux parametres, tant chimiques

que biologiques ou physiques, ont une incidence majeure sur le processus.

1.4.1 Parameétres chimiques

Les parametres influant la digestion anaérobie sont principalement :
— La pression partielle en hydrogene
— Le flux organique entrant
— La charge microbienne du réacteur
— Le pH
— La température
— L’accumulation d’acides gras volatils (AGV)
— Certains éléments minéraux : sodium, potassium, calcium, magnésium, sulfure,
cuivre, chrome, nickel, zinc
— La présence d’ammoniac
— La présence d’hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP)

— Les métaux lourds (comme le plomb ou le mercure)

1.4.1.1 Influence du dioxygene

La méthanisation s’effectue en milieu anaérobie, c¢’est-a-dire en ’absence de di-
oxygene. Les conséquences de ce gaz sur le processus sont difficiles a caractériser. En effet,
les effets potentiellement produits en présence d’O, peuvent étre tres variables selon la
concentration en oxygene, les substrats utilisés pour la méthanisation et la constitution
de la biomasse. De plus, bien que la production de méthane soit inhibée par la présence

d’oxygene, les étapes d’hydrolyse et d’acétogénese sont quant a elles améliorées.

En particulier, la présence en concentration limitée d’oxygene permet de limiter
I’accumulation des acides gras volatils. Cependant, comme exposé ci-dessus, ceci peut

provoquer une modification de la composition de la biomasse.
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Etant donné la variété des parameétres entrant en jeu, ces données sont donc peu
prédictives et il conviendra d’éviter le contact du substrat avec 'oxygene, tant a I’échelle

du laboratoire qu’industrielle.

Dans le but d’éliminer I'oxygene du milieu, le réacteur est communément inerté
a l'azote une fois rempli. Globalement, il semble qu’il soit nécessaire d’atteindre une
concentration en oxygene significative avant que celle-ci n’impacte sur la méthanisation,
celle valeur étant dépendante de la concentration en biomasse, de la vitesse de 'étape
d’hydrolyse, ainsi que du temps de rétention des matieres dans le réacteur (Botheju et
Bakke, 2011).

1.4.1.2 Influence de la température

La température a une influence majeure sur le rendement du processus de métha-

nisation.

Comme dans la plupart des réactions chimiques, celle-ci induit une augmentation
de la vitesse des réactions quand elle s’éleve. La loi d’Arrhenius modélise ce phénomene

en définissant le coefficient de vitesse k& d’une réaction chimique, tel que :

—E,
k= A-exp( RT)

ou A est le facteur pré-exponentiel qui modélise les chocs a 1’échelle microscopique,
entre les molécules. F, est ’énergie d’activation de la réaction, exprimé en joules par moles.
R est la constante des gaz parfaits exprimée en J.K~t.mol~! et T est la température en

Kelvin.

L’influence de la température sur la méthanisation ne peut cependant se réduire
strictement a des lois de la chimie. En effet, les bactéries, selon leur espece, ont une
température de croissance optimale. Une température supérieure ou inférieure a cette
zone de croissance induit une diminution, voire une absence de développement de ces

organismes.

Or, la méthanisation est induite par de nombreuses especes de bactéries, et la
température du milieu réactionnel devra donc étre compatible avec I’ensemble des espéces.
Si la température choisie n’est pas judicieuse, certaines bactéries se développeront plus

facilement que d’autres, et des étapes de la méthanisation seront alors favorisées.
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Ceci pourra conduire a la baisse de la quantité de biogaz produite, a la diminution
de sa teneur en méthane ou encore a l'accumulation de sous-produits dans le milieu
réactionnel. Ce dernier élément peut avoir de graves conséquences sur le processus de
méthanisation, comme la modification du pH du milieu et ainsi I'arrét complet de la

digestion anaérobie.

Les températures caractéristiques de développement pour sont généralement mo-
délisables & l'aide d’'une loi normale (Ellouze et Augustin, 2010) Pour illustration, les

températures caractéristiques de croissance de S. aureus sont présentées ci-dessous.

TABLE 1.3 — Températures caractéristiques de croissance de S. aureus

Température Parametres de la loi normale associée
Moyenne | Ecart-Type
Minimale de croissance 4.59 0.71
Optimale de croissance 39.97 1.60
Maximale de croisssance 44.91 1.04

Les trois gammes de température les plus fréquemment utilisées pour la digestion

anaérobie sont les suivantes :

— psychrophiles : 5 a 15 °C

— mésophiles : 15 a 45 °C (optimum a 37 °C)

— thermophiles : 45 a 65 °C (optimum a 55 °C)
La température de 37 °C est la plus souvent mise en oeuvre. En effet, a cette valeur,
le rapport entre le rendement de production du méthane et la stabilité du milieu ré-
actionnel est satisfaisant. Cette gamme de température est également la plus résistante
aux variations de température du milieu, qui peut varier de 2 a 3 °C sans impact sur la
méthanisation (Demuynck et al., 1987; Agence de I'Environnement et de la Maitrise de

I’Energie Bourgogne, 2010).

Des études ont cependant démontré que la digestion thermophile était pertinente
a bien des égards : outre un temps de démarrage du process réduit, la production de
méthane est plus rapide qu’en milieu mésophile. De plus, le taux d’acides gras volatils,
probleme récurrent des unités de méthanisation, est diminué, ainsi que la croissance des
microorganismes non désirés (Cavinato et al., 2011; Zhang et al., 2015; Angeriz-Campoy
et al., 2015).
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1.4.1.3 Influence du pH
Influence du pH sur la réaction biochimique

Le pH a une influence directe sur le rendement de la méthanisation et en particulier
sur les réactions chimiques. Le pH optimum est compris entre 6,5 et 8,5 dans des conditions

de température thermophile (Zhang et al., 2015).

En particulier, dans le milieu réactionnel, NH; est en équilibre avec NH, et H,S
avec HS™ et S? . La proportion de ces éléments en solution varie donc selon le pH et
le pKa de ces couples. 11 est 9,2 pour le couple ammoniac/ammonium et de 7 pour le
sulfre d’hydrogene et ses formes ioniques dissociées. Globalement, les espéces chimiques
présentes, dépendantes du pH, pourront posséder un effet activateur ou inhibiteur sur la
méthanisation (Daumer et al., 2005; Zdanevitch et al., 2009).

Influence du pH sur la population bactérienne

De méme que la température, le pH du milieu réactionnel a un effet prépondérant
sur la sélection et la croissance de la population bactérienne. En effet, chaque type de

microorganisme possede un intervalle de pH ou sa croissance est possible.

Une variation de pH, a l'instar d'une modification de la température, peut favoriser
le développement de certaines especes de bactéries au détriment des autres. Par exemple,

un pH de 6,5 favorise les étapes d’hydrolyse et d’acidogénese (Zhang et al., 2015).

Il est admis qu'un pH supérieur a 8,5 est défavorable a la croissance des bactéries
méthanogenes, et qu’un pH inférieur a 5 est inhibiteur pour le processus de méthanisation
(Rocio Montanés, 2015).

Le pH initial du milieu réactionnel peut varier fortement selon le substrat a mé-
thaniser. Ainsi, ce milieu doit posséder un pouvoir tampon pour limiter les variations
de pH. Il peut étre également nécessaire de corriger le pH par ajout de bases fortes ou
d’acides forts (Moletta, 2011).

1.4.1.4 Influence de I’alcalinité

L’alcalinité est définie par les acides gras volatils et les bicarbonates présents dans

le milieu. L’alcalinité mesurée en CaCO; doit étre d’au moins 1000 mg.L ™" .

20



1.4 Parametres influencant la méthanisation

L’alcalinité du milieu représente directement son pouvoir tampon, c’est-a-dire sa

capacité a résister aux variations de pH.

Le carbonate est nécessaire pour assurer 1’équilibre des formes de gaz carbonique

présents dans le milieu réactionnel (Moletta, 2011).

L’alcalinité est mesurée par I'intérmediaire du titre alcalimétrique complet (TAC),

qui est la somme des titres en hydroxyde, carbonate et bicarbonate (Decaudin, 2011).

1.4.1.5 Apport en nutriments complémentaires

Dans la plupart des cas, la méthanisation ne nécessite pas l'ajout d’éléments

chimiques ou minéraux.

Cependant, le rapport entre la demande chimique en oxygene, le nombre d’atomes
d’azote et de phosphore doit étre d’environ 600/7/1.

1.4.2 Parameétres technologiques du méthaniseur

1.4.2.1 Voies séche et humide

Il existe deux voies technologiques principales pour le processus de méthanisation :
la voie seche et la voie humide. Si le substrat de méthanisation est composé par moins de

20 % de matiere seche, la voie humide sera mise en oeuvre.

1.4.2.2 Technologie d’alimentation

L’alimentation est de type continue si un débit permanent d’entrée et de sortie du
réacteur est établi. Ce fonctionnement est dit « en régime permanent ». A contrario, I’ali-
mentation est de type batch si le réacteur est vidé puis alimenté de maniere discontinue.

Le régime est alors transitoire.

Dans la plupart des installations industrielles de méthanisation, ’alimentation est
de type continue. Ceci évite tout d’abord un temps d’arrét de l'installation, nécessaire au

vidage et au remplissage du ou des réacteurs entre chaque batch. Ensuite, le principal
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probleme de I'alimentation discontinue est le stockage du substrat a méthaniser en amont

du réacteur. Les capacités nécessaires peuvent rapidement devenir importantes.

Il existe un mode d’alimentation alternatif, hybride, établissant un compromis
entre les deux types présentés ci-dessus. Il s’agit du SBR (Sequencing Batch Reactor), dit

a « boues activées ». Des cycles sont opérés au niveau du réacteur.

Entrée de
I'effluent

p—

Sortiede
I'effluent

R

Remplissage Reaction Sadimentation Décantation

FIGURE 1.4.1 — Cycles pour une alimentation de type SBR (d’apres (Hamilton, 2012))

1.4.2.3 Types de réacteur

La méthanisation s’opere généralement dans deux principaux types de réacteurs :
les réacteurs parfaitement agités ou les réacteurs piston. Le type de réacteur choisi a une
conséquence directe sur le type d’agitation qui est opéré a l'intérieur du réacteur, et sur

les flux de matiere et de chaleur.

1.4.2.4 Nombre de réacteurs

Enfin, la méthanisation est réalisable en une seule étape, dans un seul réacteur,
ou en séparant I’hydrolyse et I'acidogénese de 'acétogénese et de la méthagénese. Cette
solution permet d’améliorer la digestion de certains déchets qui méneraient a de faibles

rendements en méthane avec 'utilisation des procédés classiques a une étape.

Chaque technologie possede des contraintes spécifiques, certaines étant présentées

a titre d’illustration dans le tableau ci-dessous.
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TABLE 1.4 — Contraintes liées a la technologie du méthaniseur

’ Technologie \ Contraintes
Voie séche, une étape, Recirculation d'une partie de la phase aqueuse du digestat
batch

suspension solide dans eau

Voie humide, une étape | Pré-traitement des déchets : alimentation du réacteur par une

1.4.2.5 Temps de passage

Le temps de passage est exprimé dans le cadre de la méthanisation en continu,
c’est-a-dire possédant en permanence une entrée et une sortie du milieu réactionnel, a un

débit identique. Dans ce cas, le temps de passage T est exprimé par :

(1.4.1)

T =

v
Q

ou V est le volume du milieu réactionnel en m? et Q le débit d’entrée et de sortie

en m3.s’1.

Cette expression représente le temps moyen passé dans le réacteur par unité de
volume ou de masse de substrat de méthanisation. Cette valeur est tres variable et dépend
des effluents a méthaniser. Classiquement, un temps d'un a deux mois est préconisé (Da-
miano, 2011; Rakotoniaina, 2012).

1.4.3 Parameétres microbiologiques

En anaérobiose, la production de microorganismes est faible : il est admis que

seulement 5% de la demande chimique en oxygene est consommée pour ce processus.

Pour démarrer la méthanisation, il faut introduire dans le milieu réactionnel un
inoculum, c¢’est-a-dire un apport initial de bactéries. Dans certains cas, comme par exemple
la méthanisation du lisier bovin, il n’est pas nécessaire d’ajouter d’inoculum car cet efuent

contient naturellement les bactéries nécessaires au processus de digestion anaérobie.

Par contre, pour d’autres substrats comme par exemple des déchets graisseux, il

est nécessaire d’apporter des bactéries qui vont ensuite réaliser la méthanisation. Celles-ci
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se développeront dans le milieu réactionnel, et le digestat en fin de méthanisation pourra

étre prélevé et utilisé en tant que substrat dans un autre réacteur.

Pour le développement de l'inoculum dans le milieu, il est conseillé de limiter
les variations de température et de respecter les conditions classiques de méthanisation,
c’est-a-dire une agitation efficace, une température compatible a la vie microbienne et un

milieu sans lumiere (Damiano, 2011).

1.4.4 Pré-traitement

Le pré-traitement consiste a effectuer des opérations sur les substrats en amont

de la digestion anaérobie, généralement avant leur introduction dans le réacteur.

Les pré-traitements ont un impact significatif sur la méthanisation. Ils permettent
dans certains cas de passer outre certaines restrictions de la digestion anaérobie, comme
la digestion des molécules toxiques ou des substrats difficilement méthanisables comme

les déchets solides ou les boues d’épuration (Moletta, 2011).

Les technologies mises en oeuvre sont de trois types : physiques, chimiques et

biologiques (Bochmann et Montgomery, 2013).

Ces traitements consistent notamment a réduire la taille des composants orga-
niques ou a les solubiliser (Bougrier et al., 2006), ce qui a pour effet d’accélérer I’étape

d’hydrolyse ; le temps de digestion s’en trouve diminué.

1.4.4.1 Pré-traitement mécanique

Le pré-traitement mécanique consiste d'une part a fragmenter 'efHuent de mé-
thanisation, afin d’augmenter le rendement de la réaction, et d’autre part a séparer le

susbtrat méthanisable de la partie non méthanisable.

Fragmentation

Le broyage des éléments a méthaniser est utilisé principalement pour le pré-
traitement des déchets biologiques, comme les effluents végétaux. Cependant, cette tech-
nologie a un cott important en énergie et en entretien des équipements. Selon les cas, il

peut donc étre économiquement judicieux ou non de mettre en place de tels procédés .

24



1.4 Parametres influencant la méthanisation

Le type de broyeur utilisé sera différent selon les déchets a traiter. Pour des denrées
alimentaires, des broyeurs spéciaux a plaques perforées permettront a la fois la réduction
du substrat en fines particules, mais favorisera également son homogénéisation (Blazy

et al., 2015).

Enfin, il est a noter que les matieres biologiques se dégradent avec le temps dans
le réacteur. Les opérations unitaires de mélange permettront de favoriser cette réduction
de taille des particules (Le Bozec, 2011).

1.4.4.2 Pré-traitement physique

Les opérations unitaires de pré-traitement physique sont basées sur des technolo-

gies récentes.

Cavitation acoustique

La cavitation acoustique consiste en I'exposition des substrats de méthanisation
aux ultrasons. Ceci provoque, en milieu aqueux, la formation de microbulles gazeuses,
qui vont ensuite exploser. Ce phénomene développe une énergie importante évacuée sous

forme de chaleur.

Lors de la cavitation acoustique, la réaction suivante se produit :

H,0 — OH + H' (1.4.2)

Les ultrasons provoquent la séparation de ’eau en deux especes radicalaires :'H
et ‘OH. Ce dernier a un caractere tres oxydant : il va provoquer la lente dégradation des
matieres organiques. De plus, la pression est tres élevée a 'interface gaz-liquide (Draye
et al., 2015; Bougrier et al., 2006).

Ce type de pré-traitement pourra étre mis en oeuvre sur des déchets possédant

une cinétique lente de dégradation par la voie classique de la méthanisation.

Traitement thermique

Le traitement thermique est un procédé mis en oeuvre pour stériliser certains

substrats avant la digestion anaérobie, comme les produits vétérinaires ou les structures
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lignocellulosiques. Par exemple, les boues provenant des stations d’épuration peuvent étre
contaminés par Legionella. Ceci peut constituer une voie d’exposition non négligeable a la
légionellose pour les personnes entrant en contact avec le méthaniseur (Charissou et al.,

2007).

D’une part, 'augmentation de la température provoque une hausse de la pres-
sion, ce qui a pour effet de détruire certains organismes microbiologique. D’autre part,
I’hygrométrie est diminuée. Enfin, la viscosité et la filtrabilité du substrat sont modifiées.
(Moletta, 2011).

La température optimale du traitement thermique est située entre 170 et 200°C
(Bougrier et al., 2006). Classiquement, l'augmentation de température est réalisée par
convection, par 'intermédiaire d’échangeurs de chaleur ou d’autoclave a 1’échelle du labo-
ratoire. Cependant, ces techniques entrainent une consommation non négligeable d’éner-
gie, et entraine une baisse non négligeable du rendement énergétique de la méthanisation.
Une méthode alternative est de provoquer une augmentation de chaleur a l'aide d'un
traitement par micro-ondes c’est-a-dire par l'intermédiaire d’ondes électromagnétiques.
Enfin, 'injection de vapeur est préconisée a 1’échelle industrielle (Moletta, 2011; Nord-
mann, 2014).

1.4.4.3 Pré-traitement chimique

Le pré-traitement chimique est variable selon le substrat a méthaniser. Il est no-
tamment nécessaire pour modifier le pH, a ’aide d’acides ou de bases. Enfin, il peut étre

nécessaire d’éliminer des éléments non désirés a 'aide d’extractions a base de solvants.

Ozone

L’ozone a un pouvoir oxydant tres puissant. Il réagit avec ’ensemble du substrat
a méthaniser, qu’il s’agisse de matiere organique, soluble ou particulaire. Des études ont
montré que la concentration optimale d’ozone a consommer est située entre 0,05 et 0,5

gramme d’ozone par gramme de matiere solide.

L’ozone permet en outre de réduire le taux d’hydrocarbures aromatiques poly-
cycliques (HAP) dans le substrat de méthanisation : la biodégradabilité des HAP est

augmentée grace au pré-traitement par ozonation. Ceux-ci sont considérés comme des
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polluants organiques, et leur teneur maximale est limitée dans les épandages : les concen-
trations maximales de fluoranthene, benzofluorenthene et benzopyréne sont respective-
ment de 4, 2.5 et 1.5 mg par kg de matiere seche. (Bernal-Martinez et al., 2007; Besson
et Moletta, 2010).

Enfin, 'ozone modifie la stabilité et la viscosité du substrat a méthaniser (Bougrier
et al., 2006).

1.4.5 Co-méthanisation ou co-digestion

La co-méthanisation consiste a méthaniser simultanément plusieurs substrats d’ori-

gines différentes.

Par exemple, il est intéressant d’utiliser, ensemble, des déchets issus de I'agricul-
ture, avec d’autres provenant de I'industrie agro-alimentaire. Ceci permet de maintenir a
la fois une production efficace de biogaz et la réutilisation du digestat comme engrais. Ce
procédé est répandu dans le nord de I’'Europe et se développe en France (Janis-Mazarguil,
2010).

Aussi, il a été démontré que la co-digestion simultanée de fumier de vache et
d’ensilage d’herbe améliore I'efficacité du processus de méthanisation, dans des conditions
opératoires strictes : le pH doit étre maintenu entre 6,8 et 7,2, la composition en herbe
dans le réacteur doit étre inférieure & 40% et les taux d’ammoniac et d’acides gras volatils
controlés (Adouani et al., 2012).

Un projet vise enfin a la co-méthanisation d’algues, utilisées a des fins industrielles,
avec des déchets agricoles. En plus de la production d’énergie sous forme d’électricité et
de chaleur, la partie solide du digestat peut étre utilisée sous forme de fertilisant agricole

et I’éluant comme fongicide (Clicquot de Mentque, 2008).

1.4.6 Mesures de routine associées

De nombreux parametres doivent étre mesurés en routine pendant tout le proces-
sus de méthanisation, c’est-a-dire de maniere fréquente et réguliere. Ces parametres sont

présentés dans le tableau 1.5.
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TABLE 1.5 — Mesures de routines a effectuer dans un méthaniseur (Agence de 1'Envi-

ronnement et de la Maitrise de I’Energie Bourgogne, 2010; Damiano, 2011;
Arnaud et al., 2011)

’ Type de parametre \ Parametre

\ Remarques

|

Physique

Débit d’alimentation

Applicable pour la méthanisation en continu

Température

pH

Un pH acide inhibe le développement des
bactéries méthanogenes

Conductivité

Chimique

complet (TAC)

Titre alcalimétrique

Taux de matiere
seche & l'entrée

Taux de matiere
volatile & l'entrée

Taux de matiere
seche a la sortie

Taux de matiere
volatile & la sortie

Volume de biogaz
produit

Mesure du débit en sortie si la
méthanisation est continue

Composition du
biogaz produit

Mesure de la composition en CH4, CO2 et
H2S au minimum

Teneur en ammoniac

Si trop élevée, celle-ci inhibe la croissance
bactérienne

volatils

Teneur en acides gras

Elevée en début de méthanisation

Titre alcalimétrique
complet (TAC)

Représente le pouvoir tampon du milieu
réactionnel

AGV / TAC Rapport fréquemment utilisé comme
indicateur de fonctionnement
Rapport Représente l'efficacité de dégradation des
Carbone/Azote molécules organiques

Rapport DCO /

Azote / Phosphore

1.5 Devenir du biogaz et du digestat

1.5.1 Composition du biogaz

Le biogaz résultant de la méthanisation est généralement composé de :
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— 50 & 75 % de méthane (CH,)
— 25 a 50 % de dioxyde de carbone (CO,)
— 224 7 % de vapeur d’eau (H,0)
— 0a5 % d’autres composés, principalement H,, Ny, O, et H,S (Lejeune, 2008; Banks,
2011; Moletta, 2011; Bova, 2012)
La composition varie selon la nature du déchet méthanisé, et selon les conditions opé-
ratoires. Par exemple, un pH basique favorisera la formation de méthane tandis que la

production de dihydrogene sera privilégiée a pH acide (Bova, 2012).

La composition du biogaz peut étre déterminée de manieére théorique grace a
I’équation de Buswell, établie en 1952. Celle-ci permet de calculer approximativement les
produits gazeux de la digestion anaérobie de la matiere organique, cette derniere étant

généralisée sous la forme CcHhOoNnSs.

Cependant, I’équation de Buswell effectue une approximation majeure ; elle consi-
dere que toute la matiere organique est transformée en biogaz. Elle peut donc étre utilisé
pour connaitre les fractions molaires des différents constituants du biogaz obtenu, mais
pas directement pour déterminer leur volume. Pour ce dernier point, il faut connaitre
la fraction de matiere organique qui sera convertie en biogaz. Cette derniere donnée est

relative a 'efHuent qui est méthanisé.

L’équation de Buswell s’écrit de la maniére suivante Banks (2011) :

C.H,O N, S, + (1/4)(4¢c — h — 20 + 3n + 2s)H,0— >
(1/8)(4c — h 420+ 3n + 25)CO, + (1/8)(4c + h — 20 — 3n — 25)CH, + nNH; + sH,S
(1.5.1)

1.5.2 Valorisation du biogaz

Une fois que le biogaz aura été produit par méthanisation, il sera nécessaire de le

valoriser économiquement. Ainsi, il existe principalement quatre usages.

1.5.2.1 Production de chaleur

La premiere utilisation du biogaz est sa combustion dans I'objectif de produire de
la chaleur. L’avantage de ce procédé est son rendement important. Il existe deux options :

soit la combustion du biogaz est réalisée au niveau du site de méthanisation, soit ce
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traitement sera effectué sur un site différent. Cependant, le transport est onéreux, tant

pour la chaleur que pour le gaz (Bastide, 2014).

Dans les conditions standards de température et de pression, chaque metre cube de
biogaz peut produire environ 22 MJ d’énergie, tandis qu'une méme quantité de méthane

produit classiquement 36 MJ d’énergie (Banks, 2011).

La chaleur produite pourra étre utilisée pour alimenter des circuits d’eau chaude,
et ainsi chauffer le méthaniseur ou d’autres installations, ou dans 'utilisation d'un cycle

de Rankine pour une production secondaire d’électricité.

1.5.2.2 Production d’électricité

Le cycle de Rankine consiste a chauffer de I’eau initialement a ’état de liquide jus-
qu’a vaporisation complete. Ensuite, une turbine permet de détendre ce fluide c¢’est-a-dire
de diminuer sa pression a température constante, ce qui a pour effet de produire de I’élec-
tricité grace a un alternateur. Le fluide passe ensuite dans un condensateur ou sa pression

diminue. Apres refroidissement éventuel, il repasse alors a I'état liquide (Marchandise,

2014).

Le biogaz est également utilisé pour produire de I'électricité. Etant donné le
nombre supérieur d’opérations nécessaires, bien que le rendement énergétique soit moins
important que la production de chaleur, le transport de I’électricité est bien moins onéreux

que le transport de la chaleur ou du gaz (Bastide, 2014).

1.5.2.3 Cogénération

La cogénération est une alternative aux deux utilisations exposées ci-dessus. Elle
permet de produire a la fois de I’électricité et de la chaleur. Cette méthode permet un
rendement en électricité plus élevé que la production électrique seule. Cependant, le biogaz
doit d’abord subir des opérations de pré-traitement, en particulier la déshumidification
et la désulfuration. Préalablement pressurisé, il subira ensuite une combustion. Cette
opération permettra de produire de I'électricité a 1’aide d’un alternateur. Des échangeurs
de chaleur au niveau de ce dernier permettront de récupérer de la chaleur. Celle-ci pourra
étre utilisée pour chauffer de 'eau, tandis que I’électricité sera revendue a l'entreprise
exploitant le réseau de distribution. Il s’agit d’'un procédé tres utilisé dans le domaine de
la production d’énergie (Steenhaut, 2006; Bova, 2012).
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Le rendement global est d’environ 85%, dont 50% en chaleur et 35% en électricité
(Banks, 2011).

1.5.2.4 Injection dans les réseaux urbains de gaz

Il s’agit de la méthode de valorisation la plus intéressante au niveau économique.
Cependant, le gaz injecté devra préalablement étre purifié, selon les méthodes décrites

ci-dessous (partie 1.5.4).

L’injection du biogaz dans les réseaux de gaz est pratiquée notamment en Alle-

magne et en Suisse. Des projets sont en cours en France (Bastide, 2014).

1.5.3 Equivalence énergétique de la méthanisation

Dans ce paragraphe sont présentés des valeurs qui permettent d’évaluer la produc-

tion d’énergie a I’aide du processus de méthanisation par rapport a d’autres technologies.

Il est a noter que 'effluent de méthanisation peut étre converti jusqu’a 75% en

biogaz.

TABLE 1.6 — Equivalence énergétique de la méthanisation (Agence de I’Environnement et
de la Maitrise de I’Energie Bourgogne, 2010; Moletta, 2011)

1 meétre cube de lisier

i}
26 kg de charbon <+— 25 metres cube de biogaz +— 20 L de mazout
23 L de gazoil $ 42 kg de bois
Jusqu’a 20 metres cube de méthane
i}

Pouvoir calorifique de 150 kWh par kilogramme
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1.5.4 Purification et devenir des produits de la méthanisation

1.5.4.1 Elements éliminés du biogaz et du digestat

Le digestat obtenu apres méthanisation est composé de matiere organique et mi-
nérale. Selon la taille du digesteur, la quantité de digestat obtenue est souvent tres im-
portante. Pour faciliter I'utilisation ultérieure du produit, et notamment son stockage et
transport, il est nécessaire d’éliminer les éléments non désirés et de concentrer les éléments
valorisables tant au niveau du digestat que du biogaz. En particulier, certains éléments
comme le soufre, 'ammoniac ou les composés halogénés peuvent provoquer la corrosion

des équipements. (Lejeune, 2008; Ingremeau, 2013).

Les éléments a éliminer sont :

— L’eau : par condensation et opérations de séchage

— Le gaz carbonique : par lavage a ’eau ou au polyéthylene glycol, par tamisage
moléculaire au carbone, par séparation membranaire classique a haute pression et
gaz-liquide sur membrane.

— L’hydrogene sulfuré : par désulfuration biologique, par réaction avec le fer a l'aide
de charbon actif

— Les dérivés halogénés

— Le silicium, retrouvé dans les effluents a base d’ordures ménageres et de boues
urbaines (Lejeune, 2008; Moletta, 2011)

1.5.4.2 Traitement du digestat

Généralement, une séparation liquide-solide est réalisée sur le digestat. Ceci est
principalement effectué par opération de pressage. Cette opération est possible si le milieu
a traiter est compressible, ¢’est-a-dire si le volume de ce milieu est réductible sous 'action
d’une augmentation de la pression. La porosité est le parametre influencant principalement
la compressibilité (Pinault, 1836). Par définition, « l'opération de pressage consiste a
comprimer le milieu humide dans une chambre au moyen d’un piston, le frettage latéral

provoquant une déformation unidimensionnelle et donc le drainage. » (Baluais, 1997).

La technologie de presse a vis est utilisée, depuis récemment, pour séparer les
phases du digestat. Le gateau a filtrer est introduit dans la presse, et son avancement,

de type piston, est effectué par une vis a rotation lente. Cette vis réalise aussi la presse
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du produit. Les techniques classiques de filtrage incluent le filtre presse, qui est constitué
d’une succession de toiles filtrantes maintenues fermement grace a ’exercice d’une pres-
sion. Le gateau a filtrer traverse ces toiles et est récupéré en continu en sortie du procédé

(Dor, 2011).

Les deux phases subiront un épandage, puis la phase solide sera séchée et compos-
tée. La phase liquide sera filtrée et utilisée comme fertilisant. La phase solide sera utilisée

comme amendant (Bastide, 2014).

1.5.4.3 Traitement du biogaz

Le traitement du biogaz permet principalement de purifier ce dernier, afin d’in-

jecter le méthane dans un réseau de distribution de gaz.

Des opérations de lavage a la soude ou d’adsorption sur charbon actif permettent

de retirer le souffre (Lejeune, 2008).

Le dioxyde de carbone est séparé par lavage a 1’eau sous pression ou aux amines,

ou par perméation membranaire (Loc, 2012).
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Chapitre 2

Antibiotiques utilisés dans I’'élevage

bovin

2.1 Introduction

Environ 80% des 16000 tonnes d’antibiotiques vendues annuellement aux Etats-
Unis sont destinées a un usage vétérinaire. En France, en 2014, 781.5 tonnes d’antibiotiques
a usage vétérinaire ont été vendus (Moulin et Chevance, 2015). Une grande partie des
antibiotiques absorbés par les animaux est éliminée sans transformation ou sous forme de

sous-produits.

En particulier, avant sa digestion, le lisier subit d’autres opérations de pré-traitement
dont certaines ont été exposées plus haut et peut étre stocké pendant un temps non né-
gligeable. Il peut en effet rester plusieurs semaines dans une fosse. Ainsi, durant cette
période, il est possible que les antibiotiques résiduels présents dans le milieu diminuent le
potentiel de méthanisation de ce dernier (Mitchell et al., 2013) :

— Les antibiotiques peuvent éliminer une partie des bactéries, dont certaines especes
en particulier. Ceci peut avoir pour conséquence la favorisation de certaines étapes
de la méthanisation au détriment des autres. Par exemple, les bactéries de type
Methanothriz ont principalement une activité dans I’étape de méthanogénese : un
déséquilibre bactériologique est susceptible de s’installer.

— Etant donné la complexité du milieu réactionnel et la variété des molécules qui
peuvent s’y trouver (par exemple dans- des boues urbaines), les antibiotiques peuvent

étre dégradés et transformés en sous-produits inhibiteurs de la méthanisation.
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Dans le cas de la méthanisation a la ferme, et plus particulierement du lisier bovin,

I'impact des antibiotiques commence par I’étude des molécules autorisées a I'usage de ces

animaux.

2.2 Liste des antibiotiques utilisés en France chez les

bovins

Ci-dessous est présentée la liste des antibiotiques autorisés a 'usage des bovins

en France en 2015. Les principales molécules seront ensuite détaillées.

TABLE 2.1 — Antibiotiques autorisés pour la production de nourriture d’origine bovine
en France (Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de 1’Alimentation, de

I'Environnement et du Travail, 2015)

’ Famille Molécule
Beta-lactamines Ampicilline/ Amoxicilline
Amoxycilline + acide clavulanique
Aminosides Streptomycine
Neomycine
Gentamycine
Apramycine
Framycetine
Tetracyclines Oxy/Chlor/Tetracycline
Doxycycline
Macrolides Tylosine/Spira-/Erythromycine
Polypeptides Polymyxine B/Colistine
Sulfamidés Trimethoprime
Trimethoprime + Sulphonamide
Baquiloprime + Sulphonamide
Quinolones Flumequine
Acide oxolinique
Fluoroquinolones Enrofloxacine
Marbofloxacine
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2.3 Les beta lactamines

2.3.1 Présentation de la famille

2.3.1.1 Structure chimique

Les beta-lactamines sont des molécules ayant comme structure commune un cycle
beta-lactame (Dubée, 2014).

TABLE 2.2 — Classification des beta-lactamines
\ Classification des béta-lactamines

Pénicilline G et V
Pénicillines M semi-synthétiques
Pénicillines A
Carboxypénicillines, Uréidopénicillines
Céphalosporines de lere génération
Céphalosporines de 2eme génération
Céphalosporines de 3éme et 4eme génération
Monobactames

Carbapénemes
Inhibiteurs des bétalactamases

|t s, o,
O oo e

o i
Fa

FIGURE 2.3.1 — Péniciline G
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2.3.1.2 Mécanisme d’action

Les beta-lactamines agissent en bloquant la synthese du peptidoglycane au niveau
de la membrane bactérienne. Ce dernier y posséde un role essentiel : il maintient la forme
des cellules et empéche la cellule d’éclater en raison de la forte pression osmotique intra-

cytoplasmique.

R-lactamase

Espace penplasmﬂuﬁi

FIGURE 2.3.2 — Mécanisme d’action des beta-lactamines (Philippon, 2014)

Le peptidoglycane est composé de chaines glycanes, reliées par de courts pep-
tides. Plus précisément, il y a alternance entre N-acétylglucosamine (NAG) et acide N-
acétylmuranique (NAM). Sur ce dernier est ajouté une chaine peptidique, le pentapeptide.
Le motif primaire est donc I’ensemble NAG-NAM-pentapeptide. Cet assemblage est réa-

lisé par les glycosyltransférases.

Le troisieme résidu du pentapeptide est lié avec le 4éme résidu d’'un autre penta-
peptide par un pont interpeptidique ou directement. Cette opération est réalisée par les

transpeptidases. L’activité de ces dernieres est régulée par les carboxypeptidases.

Au final, tout ceci forme une sorte de filet autour du cété externe de la membrane
cytoplasmique (Vollmer, 2015) : le saccule. Celui-ci est la cible de nombreux antibiotiques
(de Pedro, 2009) : les béta-lactamines ont une action d’inhibition des transpeptides et des

carboxypeptidases (Pacanowski, 2007).

La pénétration dans la paroi des bactéries est facilitée pour les bactéries Gram

positif. En effet, le peptidoglycane est perméable au passage de ces antibiotiques. Au
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contraire, pour pénétrer dans les bactéries Gram négatif, des protéines de transport, les

porines, sont nécessaires.

Les résistances aux pénicilines sont courantes. Le plus souvent, des molécules de
type beta-lactamase provoquent une hydrolyse du cycle beta-lactame et donc la destruc-
tion des molécules d’antibiotique. C’est pourquoi les penicilines peuvent étre associées a
des inhibiteurs des beta-lactamases. Cependant, le spectre d’activité des beta-lactamines

reste I'un des plus étendus.

Sur le cycle beta-lactame, un groupement est spécifique a chaque antibiotique, et

définit son action et son absorption par 'organisme (Bernier, 2008).

2.3.2 Médicaments a base d’ampicilline

L’ampicilline est une aminopénicilline (pénicilline de groupe A). Cette classe de
beta-lactamines possede un spectre de type Gram négatif plus important que les premieres
pénicilines. Comme les pénicillines G, leur spectre Gram positif est efficace contre les

enterocoques, les streptocoques et Listeria.
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TABLE 2.3 — Liste des médicaments sur le marché contenant de I'ampicilline destinés aux
bovins (Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de I’Alimentation, de 1'En-
vironnement et du Travail, 2015)

injectable

L 1s Titulaire d F .
Médicament 11&?\/[11“1(\3/[ © pharm(e)lr(.:r(rall(:tique Substances actives
. L icilli listi
Allegrocine Intervet Suspension injectable ampici 1n/e, COTSHING,
dexaméthasone
Ampiclox Zeotis France . Suspensmg amplcl.l h.n &
intramammaire cloxacilline
Ampicoline Qalian Suspension injectable | ampicilline, colistine
. . L icilli listi
Ampidexalone Merial Suspension injectable AIPICILUNS, COUSLLE,
dexaméthasone
. . P . -
Ampiject 10 G Merial oudre pour so ampicilline

Ampimycine dex

Ceva Sante Animale

Suspension injectable

ampicilline, colistine,

dexaméthasone
. L icilli
Bigental Intervet Suspension injectable APICHANE,
gentamicine
Colampi 1 Laboratoires Biove Suspension injectable | ampicilline, colistine
Colicilline Virbac Suspension injectable | ampicilline, colistine
o : D icilli listi
Multibio Virbac Suspension injectable ampict 111}3, constine,
dexaméthasone
o . . o icilli listi
Sodibio Laboratoire Biard Suspension injectable ampict 1n/e, constine,
dexaméthasone
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FIGURE 2.3.3 — Ampicilline

2.3.2.1 Ampiciline et colistine

Les spécialités Ampicoline, Colampi I et Colicilline contiennent de ’ampicilline et

de la colistine.
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La colistine est une polymixine E. Elle a une action sélective contre les bactéries
Gram négatif. Elle rompt la membrane cytoplasmique bactérienne en altérant la perméa-
bilité de la membrane externe. La résistance a la colistine est peu commune (Nasnas et al.,

2009).

Ces médicaments sont indiqués pour le traitement des septicémies, des infections
digestives, des infections respiratoires et des infections génito-urinaires dues a des germes

sensibles a I'ampicilline et a la colistine.

La voie d’administration est intramusculaire, intrapéritonéale ou sous-cutanée. La
posologie est de 10 mg d’ampicilline et 25 000 UI de colistine par kg de poids vif toutes

les 12 heures pendant 3 jours.

2.3.2.2 Ampiciline, colistine et dexaméthasone

Allegrocine, Ampidexalone, Ampimycine dex, Multibio et Sodibio contiennent

comme substance active 'ampicilline, la colistine et la dexaméthasone.

La dexaméthasone est un anti-inflammatoire stéroidien qui appartient au groupe
des glucocorticoides. L’effet anti-inflammatoire est di a la synthese de lypocortine 1 ou 2
qui inhibite la phospholipase A2, et a I'inhibition de la lipoxygénase et de la cyclooxygé-
nase, ce qui a pour effet de bloquer la synthese de médiateurs de 'inflammation (prosta-

glandines et leucotriénes).

La dexaméthasone est tres utilisée dans le domaine vétérinaire pour traiter les
désordres métaboliques et inflammatoires chez les bovins (Maslanka et al., 2013). Les
indications sont les mémes qu’énoncées précédemment. A cause de la présence de corto-

coides, 'administration dans le dernier tiers de la gestation est exclue.
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TABLE 2.4 — Posologie des médicaments a base d’ampicilline, colistine et dexaméthasone
(Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de 1’Alimentation, de I’Environne-
ment et du Travail, 2015)

’ Nom commercial \ Posologie

Allegrocine 10 mg d’ampicilline, 25 000 UI de colistine, 0.05 mg de
dexaméthasone par kg de poids vif toutes les 12h pendant 3 jours

Ampidexalone 8.7 mg d’ampicilline, 25 000 UI de colistine, 0.025 mg de
dexaméthasone par kg de poids vif toutes les 12 heures pendant 3
jours

Ampimycine dex 10 mg d’ampicilline, 25 000 UI de colistine, 0.025 mg de
dexaméthasone par kg de poids vif toutes les 12 heures pendant 3
jours

Multibio 10 mg d’ampicilline et 25 000 UI de colistine et 0.023 mg de
dexaméthasone par kg de poids vif toutes les 12 heures pendant 3
jours

Sodibio 10 mg d’ampicilline et 25 000 UI de colistine et 0.226 mg de
dexaméthasone par kg de poids vif toutes les 12 heures pendant 3
jours

2.3.2.3 Ampicilline et cloxacilline

Certaines spécialités, en particulier Ampiclox, contiennent comme principes actifs
de I'ampicilline et de la cloxacilline, une pénicilline M. Ce médicament est commercialisé
)

sous forme de suspension intrammamaire (Reverdy et al., 1996).

Cette association est indiquée pour traiter les affections a bactérie sensible a I’am-
picilline et a la cloxacilline. De plus, chez les vaches en lactation, elle est utilisée pour le
traitement des mammites cliniques a Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis, Strep-

tococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae et Escherichia coli.

La posologie est de 200 mg de cloxacilline et 75 mg d’ampicilline toutes les 12 ou

24 heures, par quartier infecté. Le traitement complet est de trois applications.

2.3.3 Médicaments a base d’amoxicilline

Comme représenté ci-dessous, I'amoxicilline possede un cycle thiazolidine lié au
cycle beta-lactame. Elle est composée de trois groupements ionisables :

— Un groupement amine primaire (R-NH)
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2.3 Les beta lactamines

— Un groupement carboxyle (R-COOH)
— Un groupement hydroxyle (R-OH) (Bernier, 2008)

TABLE 2.5 — Médicaments sur le marché contenant de l'amoxicilline (Juillet 2015)
(Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de 1’Alimentation, de 1'Environ-
nement et du Travail, 2015)

Meédicament

Titulaire de
PAMM

Forme
pharmaceutique

Substances actives

Clamoxyl LA

Zoetis France

Suspension Injectable

Clamoxyl Oblet
Gynecologique

Zoetis France

Comprimé
Intra-Utérin

Clamoxyl Suspension

Zoetis France

Cofamox 15 L.A. Merial
Duphamox La Zoetis France
Longamox Vetoquinol

Suramox 15 % La Virbac
Vetrimoxin 48 Heures | Ceva Sante Animale
. Norbrook
Noroclav Injectable Laboratories

Synulox Suspension

Zoetis France

Suspension Injectable

Amoxicilline

Amoxicilline + Acide
Clavulanique

Synulox
Intramammaire

Zoetis France

Suspension
Intramammaire

Amoxicilline + Acide
Clavulanique +
Prednisolone

FIGURE 2.3.4 — Structure de "amoxicilline (Karimian et al., 2015)

2.3.3.1 Amoxicilline seule

L’amoxicilline est retrouvée comme seule substance active dans certaines spécia-

lités a I'usage des bovins. Dans le cas des suspensions injectables, et au regard du large
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spectre d’action de cet antibiotique, celui-ci est, de maniere trés générale, indiqué en trai-
tement des infections sensibles a cette molécule. De maniere plus précise, cette substance
est préconisée contre les infections respiratoires a bactéries a Gram positif et dues a Pas-
teurella multocida ou Mannheimia haemolytica, ainsi que les infections digestives causées

par des enterobactéries.

Les précautions d’emploi rappellent la nécessité d’un usage raisonné pour éviter

I’apparition de nouvelles résistances.

L’amoxicilline seule est également retrouvée sous forme de comprimé intra-utérin.
Dans ce cas, elle est indiquée en traitement des infections du post-partum, en cas de

rétention placentaire ou de métrites post-partum.

2.3.3.2 Amoxicilline et acide clavulanique
L’association amoxicilline et acide clavulanique est préconisée dans les mémes

indications que I'amoxicilline seule. L’acide clavulanique permet de diminuer la résistance

des bactéries envers 'amoxicilline, par une action d’inhibition des beta-lactamase.

2.3.3.3 Amoxicilline, acide clavulanique et prednisolone

Cette derniere association contient en plus des spécialités précédentes de la pred-

nisolone. Il s’agit d’un corticoide, appartenant aux anti-inflammatoires stéroidiens.

0]
FIGURE 2.3.5 — Structure de la prednisolone (Chen et al., 2009)

Il s’agit d’'une forme pharmaceutique de type suspension intramammaire. Elle
est indiquée chez les bovins, et plus particulierement chez les vaches en lactation qui

présentent des mammites causées par certains pathogenes :
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2.3 Les beta lactamines

— Staphylocoques spp.
— Streptocoques spp.
— FEscherichia coli
Gréce a la présence de I'acide clavulanique, cette spécialité est administrable pour traiter

des infections dues a ces bactéries.

Des expériences in vitro ont montré que l'association amoxicilline et prednisolone
permettait de traiter plus efficacement les infections aux bactéries exposées ci-dessus,
pouvant causer des mammites (Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de I’Alimentation,

de 'Environnement et du Travail, 2015).

TABLE 2.6 — Liste des médicaments sur le marché contenant de l'amoxicilline destinés
aux bovins (Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de I’Alimentation, de
I'Environnement et du Travail, 2015)

Médicament

Titulaire de
PAMM

Forme
pharmaceutique

Substances actives

Clamoxyl LA

Clamoxyl Oblet
Gynécologique

Clamoxyl Suspension

Zoetis France

Suspension injectable

Comprimé
intra-utérin

Cofamox 15 L.A. Merial
Duphamox LA Zoetis France
Longamox Vetoquinol

Suramox 15 % LA Virbac
Vetrimoxin 48 Heures | Ceva Santé Animale
. Norbrook
Noroclav Injectable Laboratories

Synulox Suspension

Synulox
Intramammaire

Zoetis France

Suspension injectable

Amoxicilline

Amoxicilline + Acide
clavulanique

Suspension
intramammaire

Amoxicilline + Acide
clavulanique +
Prednisolone

45




Chapitre 2 Antibiotiques utilisés dans 1'élevage bovin

TABLE 2.7 — Posologie des médicaments a base d’amoxicilline (Agence Nationale de Sé-
curité Sanitaire de I’Alimentation, de ’Environnement et du Travail, 2015)

’ Nom commercial ‘

Posologie

Clamoxyl LA

2 injections intra-musculaires de 15 mg d’amoxicilline par kg de
poids vif, en respectant un intervalle de 48 heures

Clamoxyl Oblet
Gynécologique

1 comprimé intra-utérin

Clamoxyl Suspension

7 mg d’amoxicilline par kg de poids vif une fois par jour pendant
3 a b jours

Cofamox 15 L.A.
Duphamox LA

Longamox

2 injections intra-musculaires de 15 mg d’amoxicilline par kg de
poids vif, en respectant un intervalle de 48 heures

Noroclav Injectable

7 mg d’amoxicilline et 1,75 mg d’acide clavulanique par kg de
poids vif pendant 3 a 5 jours

Suramox 15 % LA

2 injections intra-musculaires de 15 mg d’amoxicilline par kg de
poids vif, en respectant un intervalle de 48 heures

Synulox
Intramammaire

Infuser une seringue par quartier infecté apres trois traites
consécutives

Synulox Suspension

7 mg d’amoxicilline et 1,75 mg d’acide clavulanique par kg de
poids vif pendant 3 a 5 jours

Vetrimoxin 48 Heures

2 injections intra-musculaires de 15 mg d’amoxicilline par kg de
poids vif, en respectant un intervalle de 48 heures

2.4 Les macrolides

2.4.1 Présentation de la classe

2.4.1.1 Action des macrolides

Les macrolides sont des antibiotiques utilisés quotidiennement dans les prescrip-

tions de ville. Ils sont caractérisés par un cycle lactonique réuni a des oses, substitué par

des hydroxyles, des groupements alkyles et une fonction basique.

Les macrolides inscrits a la Pharmacopée frangaise sont la spiramycine, ’érythro-

mycine et la troléandomycine. Leur spectre est large, bien qu’excluant une grande partie

des bactéries a Gram négatif.

Leur mécanisme d’action est I'inhibition de la synthese protéique des bactéries,

46




2.4 Les macrolides

par fixation sur la sous-unité 50S des ribosomes et I'inhibition de I'action de la peptidyl-

transférase. Ils sont principalement bactériostatiques. (Vaubourdolle, 2007).

Dans la médecine Humaine, les macrolides sont treés largement utilisés pour le

traitement d’infections du tractus respiratoire (Zhou et al., 2015).

2.4.2 Médicaments a base de tylosine

L’érythromycine a été découverte en 1952. Elle est restée, jusqu’a récemment, le

seul macrolide utilisé en usage courant (Avenel-Audran, 2008).

La tylosine fait partie des macrolides. Elle est tres utilisée dans le domaine vété-
rinaire, en tant qu’antibactérien, entrainer une augmentation de poids et favoriser 1’assi-
milation des aliments. Elle est peu hydrophile et tres soluble dans les solvants organiques

(Boyadzhiev et al., 2003). Sa structure chimique est représentée figure 2.4.1.

Elle est commercialisée sous les spécialités suivantes a destination des bovins

(Medcom, 2014) :

— PHARMASINO 200 mg/mL, solution injectable (laboratoires Huvepharma®)

— TYLANQO 200, solution injectable 200 mg/mL (laboratoires Elancon®)

— TYLAXEN® 200 mg/mL, solution injectable (laboratoires Virbac®)
Ces trois spécialités sont indiquées pour le traitement des infections respiratoires, des
métrites a bactéries a Gram+, des mammites a Streptococcus spp, Staphylococcus spp. ou
Muycoplasma et de la nécrobacillose interdigitale et des panaris interdigités. La posologie

journaliere est de 5 a 10 mg de tylosine par kilogramme, pendant 3 jours.

Le temps d’attente avant consommation de la viande est de 28 jours. Il est de 4
jours et demi pour le lait. Les effets indésirables sont tres rares (gonflement vulvaire) et

il n’y a pas de conséquences connues a un surdosage (Medcom, 2014).
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HO

FIGURE 2.4.1 — Structure chimique de la tylosine(Shen et al., 2015)

2.5 Les tetracyclines

2.5.1 Présentation de la classe

2.5.1.1 Structure chimique et classification

Les tetracyclines ont un spectre d’activité large : ils sont actifs contre les bactéries
a Gram positif, a Gram-négatif, Chlamydia, les mycoplasmes, les rickettsies et certains

protozoaires.

Les tetracyclines sont composées d’un noyau tétracyclique de type naphtaléne-

carboxamide.

/
\
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4
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FIGURE 2.5.1 — Tetracycline
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2.5.1.2 Action des tetracyclines

Le mode d’action est I'inhibition de la synthese protéique en empéchant la fixation

de 'aminoacyl-ARNt au site accepteur (A) du ribosome.

Ils sont tres utilisés, autant dans la médecine Humaine qu’animale, grace a leur

efficacité d’action et a 'absence d’effets secondaires majeurs. Aux Etats-Unis, les tetra-

cyclines sont utilisés comme promoteurs de croissance dans le domaine vétérinaire. Cet

usage est controversé car il favorise I'apparition de résistances bactériennes.

Il a été démontré que les résidus suivants sont retrouvés dans le lait des bovins :

la tetracycline, 'oxytetracycline et la chlortetracycline (Wang et al., 2007).

2.5.2 Médicaments a base de tetracyclines

2.5.2.1 Tetracycline

TABLE 2.8 — Médicaments sur le marché contenant de la tetracycline (Juillet 2015)
(Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de I’Alimentation, de I'Environ-
nement et du Travail, 2015)

L qs Titulaire d F .
Médicament 11&81;1/;.1(\3/[ © pharm(:(':rgstique Substances actives
Bacitracine,
Mastijet Intervet Suspensmn. Neomycme,
Intramammaire Prednisolone,
Tétracycline
Panadia Virbac Solution Injectable f/’rocam(‘e,
Tétracycline
. : Dihydrostrept i
Panafuge Intervet Solution Injectable Y CTOSECDTOLLY e,
Tétracycline
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TABLE 2.9 — Posologie des médicaments a base de tetracycline (Agence Nationale de Sé-
curité Sanitaire de I’Alimentation, de ’Environnement et du Travail, 2015)

Nom commercial \ Posologie

Mastijet 184,8 mg de tétracycline, 250 mg de néomycine, 2000 Ul de
bacitracine et 10 mg de prednisolone par quartier infecté toutes
les 12 heures, pendant 4 traites consécutives

Panadia 1 administration intramusculaire de 5 mg de tétracycline par kg
de poids vif
Panafuge 1 administration intramusculaire de 1 g de tétracycline et 5 g de

dihydrostreptomycine pour 100 kg de poids vif

Bacitracine, Néomycine, Prednisolone, Tétracycline

Tout d’abord, la tetracycline peut étre associée a la bacitracine, la néomycine et
la prednisolone. La bacitracine et la néomycine ont une action bactéricide tandis que la

tetracycline a une action bactériostatique. Il s’agit d’une suspension intramamaire.

Cette association est préconisée pour le traitement des mammites sensibles a ces

trois antibiotiques, chez les bovins en lactation. Il peut s’agir de bactéries telles que :
— Staphylococcus aureus

— Streptococcus dysgalactiae
— Streptococcus uberis

— FEscherichia coli
La prednisolone apporte un effet anti-inflammatoire et renforce ’action des trois autres

substances.

Tetracycline et procaine
La procaine appartient a la famille des amino-ester. C’est un anesthésique local.
Cette association est indiquée pour le traitement des germes sensibles a la tétracycline

tel que le traitement du panaris interdigité. (Fusobacterium necrophorum et Bacteroides

melaninogenicus). 1l n’existe pas d’effets secondaires graves.

Tetracycline et dihydrostreptomycine

Comme précédemment, cette association est indiquée pour traiter le panaris in-

terdigité. La dihydrostreptomycine a une action bactéricide contre les bactéries a Gram
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négatif. Ces deux antibiotiques agissent en synergie. Il n’existe aucun effet indésirable

connu concernant cette spécialité.

2.6 Les polypeptides

2.6.1 Présentation de la classe

2.6.1.1 Structure

Les polypeptides sont des antibiotiques dont la structure est composée d'un en-

chalnement d’acides aminés.

2.6.1.2 Action

Les antibiotiques polypeptidiques ont un spectre d’activité étroit et limité aux
bactéries a Gram négatif. En effet, leur action se situe sur la membrane externe de la
paroi des bactéries, au niveau des phospholipides. Les composants intracellulaires sortent

de la cellule, ce qui provoque sa lyse (figure 2.6.1).

Les polypeptides sont nephrotoxiques et neurotoxiques s’ils sont administrés a
forte dose (Pebret, 2003).
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FIGURE 2.6.1 — Mode d’action des polypeptides (Biswas et al., 2012)

2.6.2 Médicaments a base de colistine

La colistine est un antibiotique appartenant aux polypeptides. Plus précisément,
elle appartient aux polymyxines du groupe E. Il existe plus de trente composés. Les
principaux sont la colistine A et la colistine B, respectivement appelés Polymyxine E1 et
E2.

La colistine possede un spectre étroit. Cette molécule est active seulement sur
quelques bactéries a Gram négatif. Elle ne possede pas d’effet sur les cocci a Gram positif et

négatif, les bacilles a Gram positif, la plupart des bactéries anaérobies et les champignons
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et parasites. Elle possede une toxicité rénale et neurologique si la posologie n’est pas

maitrisée. (Frasca et al., 2008).

TABLE 2.10 — Bactéries gram négatif sensibles a la colistine

Bactéries Entérobactéries | Pseudomonas | Autres bacilles Anaérobies
Gram négatif
Germes sensibles E. Coli P. aeruginosa Acinetobacter B.

Clitrobacter P. fluorescens S. maltophilia melaninogenicus
Klebsiella P. putida Morazella B. oralis

Enterobacter H. influenzae

Marganella Bordetella

Salmonella Pasteurella
Shigella L. pneumophila

La colistine est isolée a partir de Bacillus polymyxa. En médecine vétérinaire,

la colistine est utilisée pour le traitement ou la prévention des entérites. Dans certains

pays, elle est également utilisée comme facteur de croissance pour les animaux destinés a

I'industrie alimentaire (Yin et al., 2015).

La colistine est une molécule amphiphile. Son mécanisme d’action passe par la

désorganisation de la membrane phospholipidique des bactéries grace a cette propriété

chimique (Arabski et al., 2009).
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TABLE 2.11 — Médicaments sur le marché contenant de la colistine (Juillet 2015) (Agence
Nationale de Sécurité Sanitaire de I’Alimentation, de I’Environnement et
du Travail, 2015)

Médicament Titulaire de Forme Substances actives
PAMM pharmaceutique
Colibolus Laboratoire Biard Comprimé
Solucol Virbac Colistine
Virgocilline Merial
Ampicoline Qalian Solution Injectable
Colampi I Laboratoires Biove Ampicilline, Colistine
Colicilline Virbac
Mammltgl Laboratplres Biove Suspension . Cloxacilline, Colistine
Masticoli Virbac Intramammaire
Belcospira Oral Merial Poudre Pour Solution | Colistine,
Buvable Spiramycine
Allegrocine Intervet
Amp 1de>Falone Merial . . . Ampicilline, Colistine,
Ampimycine Dex Ceva Sante Animale | Suspension Injectable ,
— . Dexaméthasone
Multibio Virbac
Sodibio Laboratoire Biard
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TABLE 2.12 — Posologie des médicaments & base de colistine (Agence Nationale de Sécu-
rité Sanitaire de I’Alimentation, de ’Environnement et du Travail, 2015)

’ Nom commercial ‘

Posologie

Colibolus 50 000 UI de colistine par kg de poids vif matin et soir
Solucol 25 000 UI de colistine par kg de poids vif matin et soir pendant 3
Virgocilline jours
%rgg lg)linle 25 000 UI de colistine et 10 mg d’ampicilline par kg de poids vif
b matin et soir pendant 3 jours

Colicilline

Mammitel - . .
Masticoli 200 mg de cloxacilline et 500 000 UI de colistine par quartier

Belcospira Oral

130 000 UI de spiramycine et 100 000 UI de colistine par kg de
poids vif et par jour pendant 3 a 5 jours

Allegrocine 10 mg d’ampicilline et 25 000 UI de colistine et 0,05 mg de
dexaméthasone par kg de poids vif matin et soir pendant 3 jours
Ampidexalone 8,7 mg d’ampicilline, 25 000 UI de colistine et 0,025 mg de

dexaméthasone par kg de poids matin et soir pendant 3 jours

Ampimycine Dex

10 mg d’ampicilline,25 000 UI de colistine et 0,025 mg de
dexaméthasone par kg de poids vif matin et soir pendant 3 jours

Multibio

10 mg d’ampicilline, 25 000 UI de colistine et 0,023 mg de
dexaméthasone par kg de poids vif matin et soir pendant 3 jours

Tout d’abord, la colistine est retrouvée seule, sous forme de comprimé. Cette

forme est indiquée pour le traitement des infections a Escherichia coli chez le veau. Il
est recommandé d’utiliser la colistine seulement en dernier recours, lorsque les bactéries
sont résistantes aux traitements antibiotiques plus classiques, pour éviter I'apparition de

résistances.
Il existe des effets indésirables, notamment neurotoxicité et nephrotoxicité.

Comme étudié précédemment, la colistine peut aussi étre associée a I'ampicilline

seule ou avec la dexaméthasone.

La colistine peut en outre étre administrée avec la cloxacilline. Cette derniere est
une pénicilline M, utilisée pour la prise en charge des infections a Streptococcus spp. et
Staphylococcus spp.. 1l s’agit de suspensions intramammaires, utilisées chez les vaches en

lactation pour le traitement des mammites sensibles a ces deux antibiotiques.

Enfin, la colistine peut étre associée a la spiramycine sous forme de suspension
buvable. La spyramicine appartient aux macrolides. Cette forme est préconisée chez les

bovins pour traiter les infections sensibles a ces deux antibiotiques. Elle doit étre dissoute
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dans une boisson ou un aliment liquide consommé ensuite par ’animal. Cette association
étend le spectre d’activité de ces substances :

— Bactéries Gram positif : Streptococcus spp., Staphylococcus spp.

— Mycoplasmes

— Bactéries Gram négatif : Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida, FEscheri-

chia coli

2.7 Les aminosides

2.7.1 Présentation de la classe

Les aminosides ont une action bactéricide. Leur structure est un enchainement de

sucres aminés. Ceux-ci sont reliés par des ponts osidiques.

Les aminosides sont classés en deux groupes (Jacquot, 2008) :

— Les aminosides a noyau streptidine

— Les aminosides a noyau déoxystreptamine
Les aminosides se lient a la sous-unité 30S du ribosome de la bactérie. Ainsi, la lecture
de 'ARN messager est perturbée, ce qui inhibe la synthese protéique. L’action de ces
antibiotiques est donc principalement bactériostatique. Cependant, cette classe d’antibio-
tiques a également une action bactéricide par perturbation de la membrane bactérienne
(figure 2.7.1).
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FIGURE 2.7.1 — Mode d’action des antibiotiques sur le ribosome bactérien (Marieb, 2001)

2.7.2 Médicaments contenant des aminosides

2.7.2.1 Streptomycine

« Streptomycine » est un terme regroupant plusieurs molécules : la Streptomycine

A appelée couramment streptomycine et la streptomycine B.

Le composant principal de la streptomycine est la streptidine (Korzybski et al.,
2013).
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Chapitre 2 Antibiotiques utilisés dans 1'élevage bovin

HO
OH
O_ —
H,N J
"é‘ e --||L!”||OH
ST i
Hg\'} OH

" %

NH,

FIGURE 2.7.2 — Streptomycine

Usage de la streptomycine chez les bovins

L’usage de la streptomycine chez les bovins, ainsi que la posologie associée, est

résumé dans les tableaux ci-apres.
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2.7 Les aminosides

TABLE 2.13 — Médicaments sur le marché contenant de la streptomycine (Juillet 2015)
(Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de I’Alimentation, de I’Environne-
ment et du Travail, 2015)

Médicament Titulaire de Forme Substances actives
PAMM pharmaceutique
Peni dhs coophavet Merial

G. promycine

Laboratoires Biove

Intramicine Ceva Santa Animale | Suspension injectable | Dihydrostreptomycine
Shotapen + benzylpenicilline
Penijectyl Virbac
Masti-peni Suspension

Nafpenzal T Intervet intramammaire Dihydrostreptomycine

+ benzylpenicilline +
nafcilline

Histacline Ceva Santa Animale Dihydrostreptomycine

Suspension injectable | + benzylpenicilline +
prednisolone

Histabiosone Intervet Dihydrostreptomycine

Pen-hista-strep Vetoquinol + benzylpenicilline +
chlorphénamine
Panafuge Intervet Poudre et solvant Dihydrostreptomycine

pour solution
injectable

+ tetracycline
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Chapitre 2 Antibiotiques utilisés dans 1'élevage bovin

TABLE 2.14 — Posologie des médicaments a base de streptomycine (Agence Nationale de
Sécurité Sanitaire de I’Alimentation, de I’Environnement et du Travail,

2015)

Nom commercial \

Posologie ‘

Peni dhs coophavet

G. promycine

11,4 a 17,1 mg de benzylpénicilline et 16,4 a 24,6 mg de
dihydrostreptomycine par kg de poids vif et par jour pendant 3 a

Intramicine

D jours1l,4 a 17,1 mg de benzylpénicilline et 20 a 30 mg de
dihydrostreptomycine par kg de poids vif et par jour pendant 3 a
O jours

Shotapen

1 & 2 injections de 13,1 mg de benzylpénicilline et 16,4 mg de
dihydrostreptomycine par kg de poids vif a 72 heures d’intervalle

Penijectyl

11,4 a 17,1 mg de benzylpénicilline et 16,4 a 24,6 mg de
dihydrostreptomycine par kg de poids vif et par jour pendant 3 a
5 jours

Masti-peni

570 mg de benzylpénicilline et 410 mg de dihydrostreptomycine
par quartier malade

Nafpenzal T

170,41 mg de benzylpénicilline, 100 mg de nafcilline et 100 mg de
dihydrostreptomycine par quartier au tarissement

Histacline 11,4 mg de benzylpénicilline, 20 mg de dihydrostreptomycine et
0,25 mg de prednisolone par kg de poids vif et par jour pendant 3
a b jours
Histabiosone 5,7 a 11,4 mg de benzylpénicilline et 12 a 25 mg de

dihydrostreptomycine par kg de poids vif et par jour pendant 3 a
5 jours

Pen-hista-strep

4,56 a 11,4 mg de benzylpénicilline et 10 a 25 mg de
dihydrostreptomycine par kg de poids vif et par jour pendant 3 a
5 jours

Panafuge

1 g de tétracycline et 5 g de dihydrostreptomycine

2.7.2.2 Neomycine

Les tableaux ci-dessous résument 1'usage de la neomycine chez les bovins ainsi que

la posologie associée.

60



2.7 Les aminosides

TABLE 2.15 — Médicaments sur le marché contenant de la néomycine (Juillet 2015)
(Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de 1’Alimentation, de I’'Environ-

nement et du Travail, 2015)

Médicament Titulaire de Forme Substances actives
PAMM pharmaceutique
Cloxagel HL 500 Merial . Cloxacilline,
Suspension , .
. . Néomycine
Mastijet Intervet mtramammaire Bacitracine,
Néomycine,
Prednisolone,
Tétracycline
Mastitar HL Virbac Benzylpénicilline,
Néomycine
Speciorlac Merial Pommade Néomycine,
intramammaire Spiramycine
Cortexiline Merial Suspension injectable Benzylpénicilline,
Méthylprednisolone,
Néomycine
Neomay Laboratorios Maymo Poudre pour Néomycine
administration dans
I’eau ou boisson

TABLE 2.16 — Posologie des médicaments a base de néomycine (Agence Nationale de Sé-
curité Sanitaire de I’Alimentation, de ’Environnement et du Travail, 2015)

’ Nom commercial \ Posologie ‘
Cloxagel HL 500 500 mg de cloxacilline et 340 000 UI de néomycine par quartier au
tarissement
184,8 mg de tétracycline, 250 mg de néomycine, 2000 Ul de

Mastijet

bacitracine et 10 mg de prednisolone par quartier infecté deux fois
par jour pendant 4 traites

Mastitar HL

850 mg de benzylpénicilline et 500 000 UI de néomycine par

quartier
Speciorlac 200 000 UI de spiramycine et 100 000 UI de néomycine par un
quartier
Cortexiline 11,4 mg de benzylpénicilline, 12 mg de néomycine et 0,4 mg de
méthylprednisolone par kg de poids vif et par jour pendant 4 a 5
jours
Neomay 25 000 UI de néomycine par kg de poids vif par jour pendant 3 a 4
jours
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Chapitre 2 Antibiotiques utilisés dans 1'élevage bovin

L’association cloxacilline et néomycine est indiquée dans le traitement des mam-
mites. Synergique, cette association sous forme de suspension intramammaire possede une
activité sur quasiment toutes les bactéries responsables de ces infections. Des réactions al-
lergiques graves peuvent survenir lors de I’application. Pendant la période de tarissement,

ces antibiotiques sont administrés en prévention.

L’association bacitracine, néomycine, prednisolone et tétracycline est également
disponible sous forme de suspension intramammaire. De méme, elle est indiquée en trai-
tement des mammites a germes sensibles a ces bactéries. L’activité est synergique, bac-
téricide (bacitracine, néomycine), et bactériostatique (tétracycline). L’activité bactéricide

est renforcée par la présence de prednisolone.

Cette double indication thérapeutique et préventive est également rencontrée pour
'association néomycine /spiramycine, commercialisée sous forme de pommade intramam-
maire, et pour l’association benzylpénicilline/néomycine, commercialisée sous forme de

suspension mammaire.

Sous forme de suspension injectable, la nemoycine est administrée avec de la
benzylpénicilline et de la méthylprednisolone. Cette association entre un aminoside et une
beta-lactamine est active contre de nombreuses infections (pneumonies, abces, infections

urinaires, ...).

Enfin, la néomycine administrée comme seul principe actif est indiquée pour le
traitement des gastro-entérites dues a FEscherichia coli (Agence Nationale de Sécurité

Sanitaire de I’Alimentation, de ’Environnement et du Travail, 2015).

2.7.2.3 Framycetine

Ci-dessous sont présentés les médicaments sur le marché contenant de la framy-

cetine a 1'usage des bovins.

TABLE 2.17 — Médicament sur le marché contenant de la framycetine (Juillet 2015)
(Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de I’Alimentation, de I'Environ-
nement et du Travail, 2015)

Médicament Titulaire de Forme Substances actives
PAMM pharmaceutique
Ubrostar Suspension | Boehringer Ingelheim Suspension Benzylpénicilline,
Intramammaire Hors France intramammaire Framycétine,
Lactation Pénéthamate
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2.8 Les sulfamides

Il n’existe qu’une spécialité sur le marché en France a I'usage des bovins contenant
du sulfate de framycétine (Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de 1’Alimentation, de
I'Environnement et du Travail, 2015). Cette association est indiquée dans le traitement
des mammites et dans leur prévention pendant la période de tarissement. Le pénéthamate
est une prodrogue de la benzylpénicilline. La posologie est de 100 mg d’iodhydrate de pé-
néthamate, 280 mg de bénéthamine benzylpénicilline et 100 mg de sulfate de framycétine

dans chaque quartier apres la derniere traite d’une lactation.

2.8 Les sulfamides

2.8.1 Présentation de la classe

Historiquement, les sulfamides furent les premieres molécules utilisées en tant
qu’agents antibactériens. Leur découverte date des années 1930. Cependant, ils provoquent
des effets indésirables notables et il existe de nombreuses résistances a cette classe, ce qui

a considérablement réduit leur utilisation par la suite.

La structure commune des sulfamides est le groupement sulfonamide SO,—NH,.
Classiquement, cette classe est divisée en trois groupes :
— les sulfonylarylamines
— les non-sulfonylarylamines
Ces deux premiers groupes possedent leur groupement sulfonamide fixé sur un cycle ben-
zene.
— Les aminosides dont le groupement sulfonamide n’est pas fixé sur un cycle benzeéne
(Avenel-Audran, 2008)
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2.8.2 Médicaments a base de sulfamides

2.8.2.1 Triméthoprime

| O

o MHz
OLT
~0 /\Tf:-

MH2

FIGURE 2.8.1 — Structure chimique de la triméthoprime (Jewell et al., 2015)

La triméthoprime est administrée aux bovins en association avec la sulfadoxine,

la sulfaméthoxypyridazine, la sulfaméthoxine, la sulfadimine et la sulfadiazine. Elle est

indiquée dans le traitement des infections :

— Respiratoires
— Uro-génitales
— Digestives

— Cutanées

L’usage de cette molécule chez les bovins est résumé dans les tableaux ci-dessous, ainsi

que les posologies associées.

TABLE 2.18 — Médicaments sur le marché a 'usage des bovins contenant de la trimétho-
prime (Juillet 2015) (Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de 1’Alimen-
tation, de I’Environnement et du Travail, 2015)

n

Médicament Titulaire de Forme Substances actives
PAMM pharmaceutique
Borgal 24 % Virbac Triméthoprime +
Duoprim Intervet Sulfadoxine
Primazine Laboratoires Biove Triméthoprime +
Septotryl Injectable Vetoquinol Solution injectable Sulfaméthoxypyridazing
Sulfacycline Laboratoires Biove Triméthoprime +
Trisulmix Injectable Merial Sulfaméthoxine
Amphoprim Virbac Triméthoprime +
Sulfadimine
Tribrissen Injectable Intervet Suspension injectable Triméthoprime +
Sulfadiazine
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2.9 Les quinolones

TABLE 2.19 — Posologie des médicaments a base de triméthoprime (Agence Nationale
de Sécurité Sanitaire de I’Alimentation, de I’Environnement et du Travail,

2015)

’ Nom commercial \

Posologie

Borgal 24 %

13,4 mg de sulfadoxine et 2,7 mg de triméthoprime par kg de
poids vif par jour pendant 5 jours

Duoprim

Primazine

10 mg de sulfadiméthoxypyridazine et 2 mg de triméthoprime par
kg de poids corporel toutes les 12 heures pendant 3 jours

Septotryl Injectable

13,4 mg de sulfadoxine et 2,7 mg de triméthoprime par kg de
poids vif

Sulfacycline

12,5 mg de sulfadiméthoxine et 2,7 mg de triméthoprine par kg de
poids vif pendant 3 jours

Trisulmix Injectable

18,6 mg de sulfadiméthoxine et 4 mg de triméthoprime par kg de
poids vif et par jour pendant 3 jours

Amphoprim

12,5 mg de sulfadiméthoxine et 2,7 mg de triméthoprine par kg de
poids vif par jour pendant 3 jours

Tribrissen Injectable

13,4 mg de sulfadoxine et 2,7 mg de triméthoprime par kg de
poids vif

2.9 Les quinolones

2.9.1 Présentation de la classe

Les quinolones sont utilisées en usage courant depuis 1986. Elles dérivent toutes

de l'acide nalixidique, décrit en 1962. Leur action consiste a inhiber I'action des topoi-

somérases Il et IV. Ces enzymes ont pour role de modifier I’enroulement des molécules

d’ADN par coupure d’un des deux brins d’ADN. Ce sont des protéines essentielles dans

les opérations de réplication génomique (Avenel-Audran, 2008).

Ces substances possedent un large spectre d’action. Cependant, de nombreux

effets secondaires ont été décrits, notamment sur les tissus tendineux (tendinopathies) et

cartilagineux. Des effets irréversibles peuvent se produire, comme la rupture d'un tendon

(Saint et al., 2001).
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Chapitre 2 Antibiotiques utilisés dans 1'élevage bovin

2.9.2 Médicaments a base de quinolones

2.9.2.1 Enrofloxacine

L’enrefloxacine est une quinolone de troisieme génération. Outre un noyau quino-

lone, elle est constituée notamment d’'un atome de fluor et d’un cycle pipérazine.

F. COOH

FIGURE 2.9.1 — Structure de I'enrofloxacine (Widmann, 2008)

Elle possede une action contre les bactéries a Gram négatif, y compris :

— FEscherichia coli

— Klebsiella spp.

— Actibobacillus pleuropneumoniae

— Mannheimia haemolytica

— Pasteurella spp.
Elle est donc prescrite pour traiter les infections a bactéries sensibles, en particulier les
infections respiratoires et digestives, les mammites ou encore les arthrites. Elle est utilisée
en seconde intention quand d’autres traitements se sont montrés inefficaces a cause de

I’antibiorésistance.

En cas d’utilisation inadéquate, il peut se produire une dégénérescence du cartilage
chez le veau. Il existe des effets antagonistes si 'administration est concomitante avec des

macrolides ou des tétracyclines.

Ci-dessous est présenté l'usage de cette molécule chez les bovins, ainsi que les

posologies associées.
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2.9 Les quinolones

TABLE 2.20 — Médicaments sur le marché a I'usage des bovins contenant de ’enrofloxacine
(Juillet 2015) (Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de 1’Alimentation,
de I’Environnement et du Travail, 2015)

Médicament

Titulaire de
PAMM

Forme
pharmaceutique

Substances actives

Baytril 5%

Baytril 10%

Bayer Healthcare

Baytril XM Bayer Healthcare
100 mg/ml
Chanenro 100 mg/ml Chanelle
Pharmaceuticals
Manufacturing
Chanenro 50 mg/ml Chanelle
Pharmaceuticals
Manufacturing
Enrocare 10% Animalcare
Enrox 100, Krka
100 mg/ml
Floxibac 50 mg/ml Chanelle
Pharmaceuticals
Manufacturing
Floxibac 100 mg/ml Chanelle
Pharmaceuticals
Manufacturing
Quinotryl 50 mg/ml Biolis
Quinotryl 100 mg/ml Biolis
Respytril 100 mg/ml Norbrook
Laboratories

Solution injectable

Enrofloxacine
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TABLE 2.21 — Posologie des médicaments a base de quinolones (Agence Nationale de Sé-
curité Sanitaire de I’Alimentation, de ’Environnement et du Travail, 2015)

Nom commercial ‘

Posologie

Baytril 5%

Baytril 10%

5 mg d’enrofloxacine par kg de poids vif par jour pendant 3 a 5
jours

Baytril XM
100 mg/ml

1 injection de 7,5 mg d’enrofloxacine par kg de poids vif

Chanenro 100 mg/ml

Chanenro 50 mg/ml

Enrocare 10%

5 mg d’enrofloxacine par kg poids corporel pendant 3 a 5 jours

Enrox 100,
100 mg/ml

1 injection de 5 a 7,5 mg d’enrofloxacine par kg de poids vif
pendant 1 a 3 jours

Floxibac 50 mg/ml

Floxibac 100 mg/ml

Quinotryl 50 mg/ml

Quinotryl 100 mg/ml

5 mg d’enrofloxacine par kg de poids vif par jour pendant 3 a 5
jours

Respytril 100 mg/ml

1 injection de 7,5 mg d’enrofloxacine par kg de poids vif
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Chapitre 3

Inhibition de la méthanisation

Les facteurs d’inhibition de la méthanisation sont tres étudiés, d’une part car
pouvant étre provoqués par de nombreuses substances, et d’autre part car ils peuvent

diminuer de maniere drastique le rendement en méthane.

Il existe de nombreuses sources d’inhibition de la méthanisation. D’une part,
les parametres physico-chimiques comme le pH, 'alcalinité ou encore la température
influencent la méthanisation, comme décrit dans la partie 1.4. D’autre part, certaines
molécules présentes dans le réacteur peuvent inhiber la méthanisation. Celles-ci seront

décrites dans cette partie.

De nombreuses substances d’origine synthétique ou hémi-synthétique sont sus-
ceptibles de se retrouver dans le milieu réactionnel, selon la provenance des effluents a
méthaniser. De plus en plus de polluants sont retrouvés dans les sols. En particulier, le
développement des nanotechnologies est en pleine expansion et ces substances peuvent
perturber la digestion anaérobie. Des nanoparticules peuvent étre retrouvées dans les

déchets liés a l'agriculture ou encore dans les déchets ménagers (Chen et al., 2014).

Lors de la mise en place d'une unité de méthanisation, il est nécessaire d’effectuer
des dosages dans les effluents, et d’étudier I'effet des substances retrouvées dans le milieu.
Des études, pour la plupart récentes, ont été effectuées sur de nombreuses substances, mais
la littérature ne couvre pas a ce jour I’ensemble des molécules pouvant étre présentes dans

le substrat. Il pourra donc étre nécessaire de mener des tests préalables quant a leurs effets.

Les antibiotiques sont retrouvés de maniere ubiquitaire dans les déchets issus

de I'agriculture et de I'élevage. Ceci concerne en particulier le lisier, utilisé couramment
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Chapitre 3 Inhibition de la méthanisation

comme effluent de digestion anaérobie. Celui-ci est la premiere source d’antibiotiques
dans I'environnement. La seconde source de contamination provient de I’eau utilisée pour

nettoyer les habitats animaliers (Lallai et al., 2002).

Les substances antibiotiques sont tres utilisées en tant qu’agents thérapeutiques
contre les infections a caractere bactériennes, mais aussi en supplément de ’alimentation,

tant dans un but préventif que pour favoriser la croissance.

Il existe deux types de substances chimiques inhibant la méthanisation : les sub-

stances organiques et inorganiques.

3.1 Inhibition par des substances chimiques organiques

La méthanisation peut étre inhibée par un grand nombre de substances chimiques
de nature organique. Il est nécessaire de se focaliser sur celles susceptibles de se retrou-
ver dans les principaux substrats de méthanisation. En particulier, il s’agit des classes
chimiques suivantes :

— Benzenes halogénés

— Phénols halogénés

— Phénols et alkyl phénols

— Aliphatiques halogénés

— Acides gras a chaine longue (Chen et al., 2014)

3.1.1 Chlorophénols

Les cholorophénols sont des substances organiques considérées comme des pol-
luants prioritaires aux Etats-Unis. En France, le pentachlorophénol, considéré comme
bioaccumulable, ne peut depuis 1992 étre vendu a destination du grand public a des
concentrations supérieures a 0,1 %. Un arrété de 2005 définit de plus des objectifs et des
limites de qualité des rejets (Levet et al., 2008). Ils sont utilisés comme antiseptiques,
fongicides, pesticides et herbicides, notamment dans le traitement du bois et des fibres

végétales. Ce sont des substances cancérigenes.

Chimiquement, il s’agit d’un cycle benzénique substitué par un groupement OH

et un ou plusieurs atomes de chlore.
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3.1 Inhibition par des substances chimiques organiques

Elles sont produites par addition d’un groupement chlorine sur un phénol. Bien
que ces substances soient digérées au cours de la méthanisation, elles ont un effet inhibiteur
sur le processus, en particulier sur les étapes d’acidogéneése et de méthanogénese. Le pré-

traitement a mettre en oeuvre pour les éliminer est la déchlorination.

La toxicité varie selon le nombre et la position des substitutions chlorine. L’action
toxique s’effectue sur la membrane cytoplasmique de la cellule. Le gradient de protons
a travers la membrane est rompu, les transductions sont interférées. Enfin la croissance
de la cellule est altérée par perturbation du couplage entre les réactions anaboliques et
cataboliques (Chen et al., 2014).

3.1.2 Aliphatiques halogénés

Les aliphatiques halogénés sont des substances organiques utilisées dans 'indus-
trie, notamment comme solvants et intermédiaires réactionnels. Ils sont retrouvés dans
I’environnement : leur biodisponibilité faible implique une dégradation lente. Il s’agit

entre autres des insecticides de type chlorés.

Les substances chimiques retrouvées dans les sols et les eaux sont le dichloromé-

thane, le chloroforme, le trichloroéthyléne et le perchloroéthylene.

Ces molécules inhibent principalement I'étape de méthanogénese dans le processus
de méthanisation. En particulier, les aliphatiques chlorés subissent durant cette phase des
réactions de déhalogénation, c¢’est-a-dire que 'atome de chlore est remplacé par un atome
d’oxygene. Ceci provoque une déchloration qui peut étre massive selon la concentration en
halogénés présents initialement dans le milieu réactionnel et les produits de ce mécanisme,

comme le chlorure de vinyle, s’accumulent dans le réacteur.

Le mécanisme d’inhibition est la formation d’intermédiaires réactionnels tres ré-
actifs et toxiques. D’autres modeles démontrent que l'inhibition est a la fois directe et
indirecte. Tout d’abord, a cause de son haut potentiel d’oxydoréduction, le chloroforme
se lie a des enzymes réduites intracellulaires intervenant dans la méthanogénese. Ainsi, le
substrat normal ne peut plus se lier. Ceci produit une inhibition directe. Enfin, I'inhibi-
tion est indirecte car ceci rompt 1’équilibre entre la quantité d’enzyme libres et non libres

extra-cellulaires (Institut de veille sanitaire, 2005).
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Chapitre 3 Inhibition de la méthanisation

TABLE 3.1 — Concentrations seuils en aliphatiques halogénés inhibant totalement la mé-

thanogénese
’ Substance \ Concentration seuil ‘
Chloroforme 0,09 mg.L~"
Dichlorométhane 3,9 mg.L "
Trichloroéthylene 18 mg.L ™"

3.1.3 Acides gras a chaine longue et acidose

Les acides gras a chaine longue sont constitués de chaines carbonées avec, a leur

extrémité, des molécules d’hydrogene et un groupe acide.

Ils sont ubiquitaires dans la matiere organique, et sont retrouvés entre autres dans
les déchéts végétaux. Il ne sont pas dégradés, mais forment des agrégats insolubles flottant
a la surface des déchets (Chen et al., 2014; Mata-Alvarez et al., 2014).

Les acides gras volatils (AGV) sont des intermédiaires de la méthanisation. Ils
sont produits lors de I’étape d’acidogénese. Ils seront ensuite transformés en méthane lors
des deux dernieres étapes. Il est important d’empécher 'accumulation des AGV dans le
milieu réactionnel car le pH s’en trouve diminué, ce qui a un impact important sur le

rendement en méthane.

En effet, I'acidose est le probleme le plus fréquemment rencontré dans les unités
de méthanisation. La modification du pH peut étre la conséquence de nombreuses causes
entrainant une composition non désirée du milieu réactionnel, et il peut étre concretement

difficile de corriger le probleme.

Dans le cas d'une méthanisation en réacteur ouvert (entrées et sorties continues du
systéme réactionnel), et dans le cas d’accumulation d’acides gras volatiles, il est nécessaire
de diminuer le débit d’alimentation pour favoriser le développement des bactéries acéto-
geénes et méthanogénes par rapport aux bactéries hydrolytiques et acidogenes (Damiano,
2011).

Enfin, pour éviter I'acidose, il faut maintenir une pression partielle en dihydrogene
faible. En effet, celle-ci est inhibitrice des bactéries acétogenes et favorise 'acidose. Il
faut également maintenir un pouvoir tampon suffisant dans le milieu réactionnel pour
éviter qu’'une production importante d’acide ne déstabilise le pH global du milieu, et donc

I'ensemble de la méthanisation (Delfosse, 2011).
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3.2 Inhibition par des substances chimiques inorganiques

3.2 Inhibition par des substances chimiques inorganiques

3.2.1 Ammoniac

L’ammoniac est a la fois essentiel au développement des bactéries, et est un inhi-

biteur de la méthanisation & haute concentration.

La forme ionisée NH," existe pour un pH inférieur au pKa de 9,3. Pour un pH
supérieur a cette valeur, la forme non ionisée NHj est retrouvée. Cette derniére est toxique
pour les bactéries et inhibe les microorganismes dans 1’étape de méthanogénese. Il a été
démontré que l'activité de production du méthane pouvait étre inhibée a hauteur de 50%.
En particulier, pour le lisier de vache, a une température de 55 °C et a un pH de 7,2, une
concentration totale en ammoniac de 4000 mg.L " inhibe 50% des bactéries acétoclastes

et une concentration de 7500 mg.L ! inhibe 50% des méthanogenes hydrogéntotrophiques.

A contrario, une concentration en ammoniac inférieure & 200 mg.L ™" est nécessaire

au processus de méthanisation.

L’inhibition par 'ammoniac ( ou ammoniaque sous forme liquide) est plus impor-
tante a des températures thermophiliques que mésophiliques. En effet, plus la température
augmente, plus la quantité libre d’ammoniac (NH;) est importante par rapport aux ions
ammonium (NH,"). Enfin, plus le pH est élevé, plus la quantité d’ammoniac libre aug-

mente. En solution aqueuse, 1’équilibre entre les formes est la suivante :

NH,* + OH™ +— NH; + H,0 (3.2.1)

Par exemple, si le pH passe de 7 a 8, la concentration en solution en NHj est
multipliée par 8 (Chen et al., 2014).

L’accumulation d’ammoniac est due a une activité trop importante des bacté-
ries hydrolytiques par rapport aux autres étapes de la méthanisation. Le probleme est
rencontré par exemple avec I'utilisation du lisier comme substrat de méthanisation, car
celui-ci contient beaucoup de protéines, qui seront dégradées en grande quantité durant

I’étape d’hydrolyse. Ceci aboutira a une surcharge en ammoniac dans le milieu réactionnel
(Delfosse, 2011).
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3.2.2 Oxygene

La méthanisation se déroule par définition en milieu anaérobie. L’introduction
d’oxygene aura des conséquences importantes sur le processus. Toutes les étapes de la
méthanisation s’en trouvent inhibées, sauf I’hydrolyse. L’introduction d’oxygene peut se
produire d'une part durant les manipulations effectuées sur le réacteur, et d’autre part

avec les effluents & méthaniser (Cresson, 2006; Delfosse, 2011).

Il faudra donc broyer les substrats poreux avant leur introduction dans le réacteur,
pour éviter 'ajout d’oxygene concomitent. Enfin, il est judicieux de ne pas laisser au
contact de lair les substrats avant leur introduction dans le réacteur pendant une période

trop importante, afin d’éviter la dégradation aérobie du milieu.

3.2.3 Sulfure d’hydrogene

Le sulfure d’hydrogene (H,S) est produit en faible quantité durant la méthanisa-
tion. Il est retrouvé a I’état de traces dans le biogaz. Il possede une action inhibitrice des
étapes d’acidogénese et d’acétogénese, ce qui produit un déséquilibre avec les réactions
d’hydrolyse et 'accumulation des produits a cette étape. Comme pour I'ammoniac, la
quantité de protéines présent dans le susbtrat est proportionnelle au sulfure d’hydrogene

produit durant la méthanisation (Delfosse, 2011).

De plus, ce gaz présente un risque pour les opérateurs travaillant sur le réacteur.
En effet, c’est un gaz mortel. La VLEP (Valeur Limite d’Exposition Professionnelle) est
de 5 ppm sur 8 heures. Bien que son odeur d’oeuf pourri soit caractéristique, celle-ci n’est

plus détéctée par les sens de 'Homme a partir de 100 ppm (Bec et al., 2013).

3.2.4 Métaux lourds

Les métaux lourds sont présents dans les déchets industriels dans des concentra-
tions significatives. Les plus fréquemment retrouvés sont le cuivre, le zinc, le nickel, ainsi

que le plomb, le mercure, le chrome, le cadmium, le fer, le cobalt et le molybdéne.

Bien que certaines métaux lourds comme le cuivre, le nickel, le fer ou encore le
zinc soient requis en tant qu’activateurs enzymatiques, ceux-ci ont un effet inhibiteur sur

la méthanisation & haute concentration.
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Contrairement aux autres substances toxiques, la problématique rencontrée est
que les métaux lourds ne sont pas dégradables. Ils s’accumulent donc au sein des cellules
jusqu’a atteindre des concentrations toxiques. Les métaux lourds vont ainsi inhiber les

bactéries acétogenes, acidogenes, méthanogenes et les réducteurs du sulfate.

Dans un substrat de digestion anaérobie, les métaux lourds sont précipités en sul-
fides, carbonates ou hydroxydes, puis chélatés et maintenus en solution. Alternativement,

ils peuvent s’associer a des ligands.

L’effet des métaux lourds sur la digestion anaérobie est directement lié a la concen-
tration en métaux lourds libres, bien que ce ne soit pas le cas pour I’aluminium qui est peu

soluble dans des conditions anaérobies : son impact est proportionnel a sa concentration
en Al,(SO,)s;.

Finalement, les métaux libres s’associent et inactivent les enzymes et les protéines.

Ils peuvent également remplacer un métal dans les enzymes prosthétiques.

Le traitement du substrat a méthaniser par des métaux antagonistes est un axe de
recherche pour lutter contre I'effet néfaste des métaux lourds. Il est par exemple possible

de les précipiter, les adsorber ou les chelater par des ligands.

3.3 Inhibition par les antibiotiques

Les antibiotiques peuvent jouer plusieurs effets sur le processus de méthanisation.
Tout d’abord, la vitesse de production de méthane peut étre diminuée, en particulier dans
les premiers jours d’incubation. Ceci peut étre dii au temps d’adaptation des bactéries
aux antibiotiques présents dans le milieu, celles-ci produisant ensuite des mécanismes de

résistance.

Le deuxieme effet possible est la diminution de la quantité de méthane produite
durant le processus d’incubation, ce qui résulte des effets bactériostatiques ou bactéricides
des antibiotiques. Le nombre de colonies bactériennes s’en trouve diminué dans le substrat

a méthaniser, et la production de méthane est amoindrie.

L’inhibition de la méthanisation se produit sur une ou plusieurs des étapes du
processus plutot que sur son ensemble. En effet, les espéces de bactéries intervenant dans

chacune d’entre elles sont différentes : il en va de méme de leur sensibilité aux antibiotiques.
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Ainsi, les antibiotiques présents dans le milieu auront un effet nul, moindre ou important

sur chacune des especes présentes.

Les tests d’inhibition de la méthanisation par des antibiotiques étudiés concernent

dans la plupart des cas la méthanisation des déchets agricoles et du lisier bovin ou porcin.

L’effet des antibiotiques sur les bactéries, et in extenso sur le processus de métha-
nisation n’est pas di dans la totalité des cas a la forme telle qu’administrée, mais peut
étre la conséquence des sous-produits de dégradation. Ainsi, les antibiotiques sont souvent
métabolisés seulement partiellement et peuvent étre retrouvés sous leur forme initiale et

sous forme de sous-produits, chacun possédant, ou pas, une activité antibactérienne.

3.3.1 Ampicilline

Une étude a montré que 'ampicilline n’a pas d’impact sur la production totale
de biogaz jusqu’a une concentration de 350 mg.L™!. Par contre, les taux de production
ont été abaissés pendant les trente premiers jours du processus, et dans la phase de
croissance exponentielle de production de méthane (Mitchell et al., 2013). Des produits
de dégradation de I'ampicilline ont été retrouvés, ce qui confirme la dégradation de cette
substance par les bactéries anaérobies. L’ampicilline a totalement disparue sous dix jours.
Le produit de dégradation est supposé étre 'acide ampicilloique(” = 368.1). Il disparait
totalement sous 20 jours, et ceci pour toutes les concentrations d’antibiotiques testées
(Zhang et al., 2014).

3.3.2 Thiamphenicol

Dans un lisier de porc, le thiamphenicol produit un effet non négligeable sur le
processus de méthanisation. En premier lieu, la vitesse de production est moindre en pré-
sence de cet antibiotique par rapport au témoin, et ceci se caractérise proportionnellement
a la concentration en thiamphenicol du milieu. Cet effet résulte du temps d’adaptabilité

des bactéries a I'antibiotique et a la mise en place de stratégies de résistance.

De plus, la quantité totale de méthane produite, mesurée sur 400 heures, est modi-
fiée. En particulier, pour une concentration en thiamphenicol de 80 mg.L ™", la production
de méthane est divisée par 1,7 par rapport au témoin apres 10 jours de méthanisation.
Dans les mémes conditions et pour une concentration en antibiotique de 160 mg.L™", ce
rapport est de 2 (Lallai et al., 2002).
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3.3.3 Amoxicilline

Dans un lisier de porc, des études ont montré qu'un substrat de méthanisation
contenant une concentration de 60 mg.L ' d’amoxicilline n’a pas d’effet sur la production
de méthane les 80 premiéres heures (Lallai et al., 2002). Ensuite, la production de méthane
diminue d’autant plus que la concentration en amoxicilline augmente. Apres 10 jours
d’incubation, et pour une concentration en amoxicilline de 60 mg.L ™", la production de
méthane diminue de 25 %. Ce pourcentage passe a 32 % pour une concentration en

antibiotique de 120 mg.L™".

3.3.4 Tylosine

Il a été montré que la tylosine, appartenant aux macrolides, réduit la production

de biogaz de 10 & 38%, respectivement a des concentrations allant de 130 & 913 mg.L .
Une concentration inférieure & 91 mg.L ™! n’a pas d’impact sur cette production (Mitchell
et al., 2013). De plus, des produits de dégradation de la réaction anaérobie ont été trouvés :
d’abord, la tylosine est rapidement transformée en tylosine-D, qui présente seulement
35% de 'activité antibiotique initiale. Puis les réactions suivantes se sont principalement
produites :

— Protonation de la tylosine-D

— Conversion de l'aldehyde en acide carboxylique
La majorité des produits de dégration ont persisté pendant 40 jours d’incubation (Mitchell
et al., 2013).

3.3.5 Sulfonamides

)

La sulfamethazine, & une concentration comprise entre 0,28 et 280 mg.L ™', n’a

pas d’influence sur le processus de méthanisation (Mitchell et al., 2013).
Il en est de méme pour le sulfamethoxazole entre 6 et 100 mg.L™".

Des concentrations de sulfonamide allant jusqu’a 235 mg.L ™' ont été retrouvées

dans le lisier.
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3.3.6 Oxytetracycline
Lors de la méthanisation de lisier de porc, il semble que 'oxytetracycline ne pro-

duise pas d’effet sur la méthanisation, les concentrations testées allant jusqu’a 250 mg.L ™!

dans le substrat a méthaniser (Lallai et al., 2002).
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Chapitre 4

Expérimentations

4.1 Introduction

4.1.1 Contexte

Il a été exposé précédemment que des antibiotiques sont administrés aux animaux
durant I'élevage, autant dans des buts curatifs que préventifs. Par conséquent, ces molé-
cules, ainsi que leurs dérivés chimiques, sont retrouvés dans les déchets liés a élevage, et en
particulier dans le lisier. Dans le cadre de la réutilisation de ce dernier comme substrat de
méthanisation, il est primordial de s’assurer que I’ensemble des substances chimiques pré-
sentes dans le milieu n’aura pas d’influence néfaste sur la méthanisation. L’effet pourrait
se situer a deux niveaux :

— Les antibiotiques peuvent inhiber la croissance bactérienne (effet bactériostatique)
voire éliminer des bactéries (action bactéricide).

— Lors du processus de méthanisation, des réactions nombreuses et complexes inter-
viennent. Les antibiotiques sont dégradés, partiellement ou totalement, en sous-
produits par ces réactions. Ces derniers pourraient exercer un effet inhibiteur sur le
processus.

Ces hypotheses auraient pour conséquence d’inhiber la méthanisation ou de la déséqui-
librer, en ralentissant ou en empéchant certaines de ses étapes. Ainsi, cela conduirait a
la baisse du rendement de méthanisation ou I'augmentation du temps de réaction, pour
I'obtention d’une quantité équivalente de méthane, voire a l'interruption complete du

processus.
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4.1.2 Nature de I'étude

Des expérimentations ont été menées dans le cadre de I'équipe Sols et Eaux au
Laboratoire Réactions et Génie des Procédés (LRGP) afin de déterminer si deux anti-
biotiques, la colistine et la streptomycine ont un effet inhibiteur sur la méthanisation du

lisier bovin.

Ces deux antibiotiques ont été choisis car couramment utilisés dans 1’élevage bovin,

notamment a la ferme de la Bouzule, partenaire du LRGP.

La méthanisation mise en jeu est de type « batch », c’est-a-dire que les différents
milieux réactionnels sont des réacteurs fermés, sans entrée ni sortie. Pendant toute la
durée des expérimentations, la température est constante et de type mésophile, c’est-a-
dire 37° C. Les expérimentations se dérouleront a un pH maintenu a une valeur de 7 grace

a 'introduction initiale d’une solution tampon.

4.2 Matériel et méthodes

4.2.1 Milieu réactionnel

La méthanisation est réalisée dans des bouteilles de 1 litre, partiellement remplies
avec 100 grammes de lisier de vache et 400 mL de solution tampon a pH 7, permettant de
maintenir ce pH durant toute la durée des expériences, et d’éventuellement I'un des deux
antibiotiques a évaluer. Il n’est pas nécessaire d’ajouter un inoculum, étant donné que le

lisier de vache, effluent & méthaniser, remplit également ce role (figure 4.2.1).
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FIGURE 4.2.1 — Milieu réactionnel de méthanisation en batch

4.2.2 Approvisionnement et préparation du lisier

Le lisier provient de la ferme expérimentale « La Bouzule », appartenant a 1'Ecole
Nationale Supérieure d’Agronomie et des Industries Alimentaires (ENSAIA), a Laneuve-
lotte, en Lorraine. Avant la collecte des échantillons, les animaux n’ont jamais re¢u de

traitement a base d’antibiotiques.

Des analyses préliminaires sont effectuées sur le lisier.

4.2.2.1 Détermination du taux de matiére séche

Pour déterminer le taux de matiére seche, un échantillon de 100 g est prélevé et
pesé. Ensuite, celui-ci est placé dans un four a 105° C pendant 4 & 6 jours. Enfin, les
échantillons sont de nouveau pesés. Le taux de matiere seche est calculé avec la formule
suivante :

X, = —dinal 10 (4.2.1)

Minitial
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FIGURE 4.2.2 — Détermination du taux de matiére séche

I a ainsi été¢ déterminé que le taux de matiere seche s’éleve a 10,50 %.

4.2.2.2 Détermination du taux de matiére organique

Pour réaliser ce test, ’échantillon résultat de I’étude précédente (détermination

du taux de matiére seche) est pesé puis placé au four a 525° C pendant deux heures. Ceci a

pour effet la combustion de la matiere organique présente dans 1’échantillon. L’échantillon

est ensuite pesé. Le taux de matiere organique est déterminé de maniere analogue a la
méthode précédente :

Xorg:%lm) (4.2.2)

Le taux de matiere seche s’éleve a 75,23 % dans la matiere seche et a 8,27 % dans

la matiere brute.

4.2.3 Préparation des solutions et des batchs

La préparation des batchs passe tout d’abord par la réalisation d’une solution tam-
pon. Ceci permet de maintenir un pH de 7 dans le milieu réactionnel, notamment lorsque
du gaz est produit une fois les expérimentations en cours. Ainsi, le pH est maintenu dans
son intervalle de valeurs optimales pour la production de méthane (partie 1.4.1.3). Ensuite,
21 batchs ont été préparés, chacun dans un milieu réactionnel indépéndant matérialisé

par des bouteilles.
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4.2.3.1 Préparation de la solution tampon

La préparation de 10 litres de solution tampon a pH 7 s’effectue en plusieurs
étapes. Une masse de 68,04 grammes de poudre de dihydrogénophosphate de potassium
KH,PO, (Merck, Darmstadt, Allemagne) ont été ajoutés a de 1’'eau distillée pour préparer
une solution aqueuse de 5 L. de KH,PO, de concentration 0,1 M. Ceci correspond a une

concentration massique de 13,61 g/L.

Ensuite, une solution de 2,910 litres d’hydroxyde de sodium NaOH de concentra-
tion 0,1 M est préparée. Pour cela, 29,1 mL de solution de NaOH 10 M (Fisher Scentific
UK Ltd., Loughborough, Angleterre) ont été prélevés et ajoutés a 2,881 L d’eau distillée.

Ces deux solutions ont ensuite été mélangées puis 2,090 L d’eau distillée a été

ajouté.

La solution obtenue est une solution tampon de pH 7.

4.2.3.2 Définition des batchs

Pour chacun des deux antibiotiques, trois concentrations ont été testées. La concen-
tration la plus faible correspond a la concentration théorique qui serait trouvée dans le
lisier si les antibiotiques avaient été administrés a la totalité des bovins présents a la ferme,
a des doses usuelles. La deuxieme et la troisieme concentration testée correspondent res-

pectivement a dix fois et cent fois cette valeur initiale.

Les concentrations en colistine testées sont de 0.01, 0.1 et 1 mg.L*. Les concen-

tration en streptomycine sont de 0.8, 8 et 80 mg.L .

Trois batchs sont préparés pour chacunes de ces concentrations. Enfin, trois bou-
teilles supplémentaires ne contiennent aucune molécule inhibitrice. Ce sont les expériences

témoin.

Les milieux réactionnels contenant de la colistine sont préfixés « C », ceux conte-
nant la streptomycine « S » et les témoins « X ». Les trois concentrations sont symbolisées,
dans ’ordre croissant, par les chiffres « 1 », « 2 » et « 3 ». Enfin les trois batchs identiques

dans chaque cas sont notés « a », « B » et « v ».
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Designation

Antibiotique ajouté

, Concentration /Masse.z Masse ajoutée | Pourcentage
Molécule (me.L ) nécessaire (me) derreur
' (ng)

Xa Aucune 0 0 0 0
XS Aucune 0 0 0 0
Xy Aucune 0 0 0 0
Cla Colistine 0.01 0.005 0.006 20
C1p Colistine 0.01 0.005 0.006 20
Cly Colistine 0.01 0.005 0.005 0
C2a Colistine 0.1 0.05 0.051 2
C2p5 Colistine 0.1 0.05 0.05 0
C2y Colistine 0.1 0.05 0.05 0
C3a Colistine 1 0.5 0.499 0.2
C3p Colistine 1 0.5 0.497 0.6
C3y Colistine 1 0.5 0.498 0.4
Sla Streptomycine 0.8 0.4 0.401 0.25
S15 Streptomycine 0.8 0.4 0.4 0
Sly Streptomycine 0.8 0.4 0.398 0.5
S2a Streptomycine 8 4 3.997 0.075
S26 Streptomycine 8 4 4.004 0.1
S2y Streptomycine 8 4 3.999 0.025
S3a Streptomycine 80 40 39.997 0.0075
S35 Streptomycine 80 40 39.999 0.0025
S3y Streptomycine 80 40 40.002 0.005

4.2.3.3 Préparation des batchs

TABLE 4.1 — Liste des batchs

Tout d’abord, le lisier est porté a température ambiante. Ensuite, 100 mg de lisier

sont ajoutés dans chaque bouteille. La solution tampon est a ce moment incorporée en

deux volumes de 100 et 200 mL. Les antibiotiques a ajouter a chaque batch sont ensuite

mélangés a 100 mL de solution tampon, qui sont ensuite ajoutées au milieu réactionnel.

Pour éliminer la présence de gaz dans le milieu réactionnel, les bouteilles sont

inertées a ’'azote. L’oxydation du milieu réactionnel aurait plusieurs effets non désirés sur

la méthanisation. Tout d’abord, les réactions aérobies dégraderaient le milieu réactionnel,

et la baisse de production de méthane qui en résulterait pourrait a tort étre attribuée

a la présence des antibiotiques. Ensuite, des produits secondaires pourraient se former,

notamment provenant de la dégradation des antibiotiques, et ceux-ci pourraient d’'une part
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influer sur la cinétique du processus de méthanisation, et d’autre part étre considérés a

tort comme des sous-produits de la digestion anaérobie.

L’azote est un gaz inerte et possede une influence négligeable sur la méthanisation.
Cette solution est mise en oeuvre dans la plupart des études concernant la méthanisation
(Lallai et al., 2002; Mitchell et al., 2013; Chen et al., 2014).

Les bouteilles sont ensuite placées en étuve 37 °C.

FIGURE 4.2.3 — Batchs placés en étuve a 37 °C

4.2.3.4 Calibration de la fraction volumique en méthane et dioxyde de carbone

Comme présenté ci-dessous, 'analyse du biogaz produit s’effectue a 'aide d'un
chromatographe en phase gazeuse. Il faut préalablement injecter des volumes connus en
biogaz d’intérét (dioxyde de carbone et méthane) afin de corréler linéairement ’aire sous
la courbe mesurée en-dessous des pics caractéristiques de ces gaz, et le volume présent

dans le milieu.

Quatre échantillons de méthane, dioxyde de carbone, dihydrogene et sulfure d’hy-

drogene purs sont injectés. Les réponses obtenues sont présentées en annexes.

4.2.4 Relevés et mesures effectuées durant I’expérimentation

Les relevés effectués durant la durée de I'expérimentation concernent a la fois le

volume de gaz produit et sa composition.
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Le jour de la préparation des batchs correspond au jour 0. Des mesures ont en-
suite été effectuées jusqu’au jour 171. Chaque opération décrite ci-dessous est répétée sur

I’ensemble des bouteilles. L’ensemble des mesures obtenues sont présentées en annexes.

Comme rappelé partie 1.4.2.5, le temps de séjour moyen habituellement mis en
oeuvre est d'un a deux mois. Dans cette étude et dans le but d’étudier la production de
méthane au-dela de cette période, la méthanisation dans les batchs sera étudiée durant

90 jours.

4.2.4.1 Volume de biogaz produit

Pour mesurer le volume de gaz produit, une méthode volumique est utilisée. Préa-
lablement, une solution d’acide chlorhydrique a pH 4 est utilisée. Ceci est nécessaire pour

que le dioxyde de carbone présent dans le gaz ne se dissolve pas dans 'eau.

Les réactions suivantes se produisent lorsque le CO, gazeux entre en présence

d’eau :

COy(g) — COq(dissout)
COy(dissout) + HyO — HyCOs3 (4.2.3)
H,CO3 — HT + HCO3

Le pKA du couple H,CO5; /HCO, est de 6.3. Il faut donc se situer a un pH

inférieur pour favoriser la réaction dans le sens inverse, c’est-a-dire vers H,CO; .

Cette solution est préparée a l’aide d’acide chlorhydrique concentré (34-37%, Fi-
sher Scientific UK Ltd, Loughborough, Angleterre) et d’eau distillée.

La mesure s’effectue a I'aide d’une éprouvette graduée de 250 mL et d'un récipient.
L’éprouvette est remplie de solution d’acide chlorhydrique a pH 4, ainsi que le fond du
récipient. L’éprouvette est placée, ouverture vers le bas, dans le récipient. Le liquide ne

s’écoule donc pas de 'éprouvette.

L’extrémité d'un tuyau flexible est placé entre le fond du récipient et I’éprouvette.
A Tautre extrémité de ce tuyau est fixée une aiguille. Celle-ci est plantée a travers le
bouchon en caoutchouc de la bouteille, jusqu’a atteindre sur quelques millimetres le ciel

gazeux. Etant donné la différence de pression qui s’établit, le gaz chasse alors la solution
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d’acide clorhydrique et se retrouve piégé dans I’éprouvette, au-dessus du liquide. Une

lecture est ensuite effectuée a 'aide des graduations (figure 4.2.4).

FIGURE 4.2.4 — Méthode de mesure des volumes de biogaz dans les batchs

4.2.4.2 Composition du biogaz produit

Apres avoir mesuré le volume de gaz produit, sa composition est déterminée pour
chaque batch a l'aide de chromatogrammes, réalisés par chromatographie en phase ga-

zeuse.

L’échantillon est entrainé le long d’une colonne capillaire a 1’aide d’'une phase
mobile, appelé gaz vecteur. Un chromatographe comprend cing grandes parties :
— Le four : il contient la colonne. Il permet de chauffer la colonne a une température
déterminée, afin de séparer au mieux les molécules de I’échantillon.
— La colonne : elle contient une phase stationnaire. Un équilibre s’établit entre les
molécules de I'échantillon et celles de la phase stationnaire.
— Le gaz vecteur : il permet 'avancée de 1’échantillon dans la colonne. Ce gaz est le

plus souvent de I'hydrogene, de I’hélium ou de I'azote.
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— L’injecteur : il peut étre destiné aux colonnes a remplissage ou aux colonnes de type
capillaires. Dans le cas du LRGP, I'injecteur est destiné aux colonnes de type capil-
laire. Cet élément va effectuer 'injection du produit dans la colonne. Ces injecteurs
présentent une bonne reproductibilité de I'injection et une moins grande exposition
de I’échantillon aux températures élevées.

— Le détecteur : il permet de détecter les différentes molécules. La quantité de mo-
lécules détectées est ensuite transformée en signaux électriques, ce qui constituera
ensuite le chromatogramme qui expose ces pics de sortie aux différents temps dits
de rétention. Un détecteur peut étre « a conductivité thermique », « a ionisation
de flamme » ou sélectif. Le chromatographe du LRGP est équipé d'un détecteur a
conductivité thermique, moins sensible que d’autres détecteurs, mais qui est non
spécifique et surtout non destructif.

Lorsqu’une molécule sort de la colonne et est repérée par le détecteur, un pic se forme
sur le chromatogramme. Ce pic est principalement caractérisé par son temps de rétention,
c’est-a-dire le temps entre I'injection et la sortie de la molécule. Pour séparer correctement
les différentes molécules d’un échantillon, il faut mettre au point une méthode comprenant
notamment un ou plusieurs couples temps-température. Les temps de rétention obtenus

seront uniquement valables pour cette méthode.

Le chromatographe VARIAN 430GC est constitué des éléments suivants :

— Colonne capillaire de type Carboplot, d'un diametre de 530 micrometres

— Gaz vecteur : argon

— Injecteur : 1041 OnColumn Injector

— Détecteur : TCD (Thermal Conductivity Detector)
La méthode dure 5 minutes 30. Le gradient de température est appliqué; il a pour role
de permettre une séparation nette entre les différents constituants. La température est
stable a 60 °C pendant deux minutes puis augmente de maniere linéaire pour atteindre
120 °C a 5 minutes 30.

L’appareil est couplé a un systeme informatique d’acquisition et de traitement des
données. Le systeme d’injection est de type manuel, a I'aide d’un septum. Une seringue
de 1 mL est utilisée pour prélever un échantillon de gaz, qui est ensuite injecté dans le

chromatographe, en téte de colonne.

Les principaux gaz recherchés sont : CH,, CO,, N, et H,.
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4.3 Résultats et inteprétation

(a) Varian 340-GC (b) Ordinateur et logiciel d’acquisition et de
traitement des données

FIGURE 4.2.5 — Appareillage de chromatographie en phase gazeuse

4.2.4.3 Traitement des résultats

A chaque relevé de volume de biogaz, le volume cumulé pour chaque batch, depuis
le début des expérimentations, est calculé a I'aide d’un tableur. Ensuite, une moyenne est

effectuée entre les trois batchs, dont le milieu réactionnel initial est identique.

4.3 Résultats et inteprétation

L’étude des résultats s’effectuera tout d’abord au niveau des témoins, puis suc-
cessivement par la comparaison de ceux-ci avec les batchs contenant de la colistine et de

la streptomycine.

Pour ces deux antibiotiques, apres avoir tracé le volume global cumulé de bio-
gaz obtenu, nous étudierons I’évolution du volume de méthane produit tout au long de
I'expérience, étant donné qu’il s’agit du gaz d’intérét dans la méthanisation. Ensuite, les
fractions volumiques de méthane dans le biogaz seront représentées en fonction du temps
pour chaque concentration en antibiotiques, puis simultanément pour les trois concentra-
tions et pour le témoin. Ceci permettra de déterminer si I’éventuelle diminution de volume

de méthane produit est correlée a un appauvrissement du biogaz en ce gaz.

Enfin, I’évolution des fractions en dioxyde de carbone, dihydrogene et azote sera

discuté.
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4.3.1 Batchs témoins
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FI1GURE 4.3.1 — Fractions volumiques de méthane et de dioxyde de carbone dans les batchs
témoins

Dans les batchs témoins, la concentration en méthane augmente de maniere rela-
tivement homogene jusqu’au 41eme jour ou un pic est atteint pour une fraction volumique
en méthane d’environ 84%. (figure 4.3.1). Elle diminue ensuite lentement jusqu’au 70eéme
jour, puis remonte jusqu’au 90¢éme jour. La valeur finale se stabilise autour de 70 % de

volume en méthane et de 30 % de dioxyde de carbone au 70éme jour.

Dans ces mémes batchs, la fraction volumique en dioxyde de carbone augmente
jusqu’au 18 éme jour pour atteindre 42% en volume puis diminue jusqu’au 31éme jour

pour ensuite se stabiliser jusqu’au 90éme jour autour de 33%.

Les valeurs obtenues sur ces batchs témoins rappellent les compositions usuelles

du biogaz trouvées dans la littérature, présentées dans le chapitre I :
— 50 a 75 % de méthane

— 25 4 50 % de dioxyde de carbone
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4.3 Résultats et inteprétation

4.3.2 Batchs contenant de la colistine

4.3.2.1 Volumes de biogaz et de méthane produits
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FIGURE 4.3.2 — Volumes de biogaz en fonction du temps pour les batchs contenant de la
colistine

Le volume de biogaz cumulé obtenu pour chaque concentration en colistine est
tracé figure 4.3.2.
Pour chaque concentration en antibiotiques, le volume de biogaz obtenu est mul-

tiplié par la fraction molaire en CH, et I’évolution du volume de méthane produit est
représenté en fonction du temps (figure 4.3.3).
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FIGURE 4.3.3 — Volumes de méthane en fonction du temps pour les batchs contenant de
la colistine

En ce qui concerne la colistine, les volumes de biogaz produits en fonction du temps
sont peu variants selon les concentrations en antibiotique. Le volume produit est d’environ
1000 mL a 30 jours, et atteindra environ 2000 mL pour les échantillons contenant de la
colistine & 90 jour et 2500 mL pour le témoin. La production de méthane est importante
les trois premiers jours, puis du jour 18 a 33. Elle est ensuite moindre puis tendra vers une
valeur limite. La vitesse de prolifération bactérienne pourrait étre responsable de cette

évolution de la cinétique.
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4.3.2.2 Fractions volumiques de méthane et de dioxyde de carbone

Fractions volumique de CH4 et CO2 pour C1 : Colistine 0.01 mg/L
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FIGURE 4.3.4 — Fractions volumiques de méthane et de dioxyde de carbone pour une
concentration en colistine de 0,01 mg/L (C1)

Dans les batchs contenant une concentration de 0,01 mg/L de colistine, la fraction
volumique en méthane augmente pour atteindre 79 % au 41 éme jour puis 83 % au 60
eme jour. Cette valeur diminue ensuite lentement pour osciller autour de 72% a partir du

70 éme jour, et ceci jusqu’en fin d’expérience (figure 4.3.4).

La fraction volumique en dioxyde de carbone augmente jusqu’au 18éme jour pour
atteindre 43% puis diminue jusqu’au 60eéme jour jusqu'a 28%. Elle remonte ensuite len-

tement jusqu’au 90 éme jour pour atteindre environ 35%.

Une brusque diminution de la quantité de ces deux gaz est détectée au 31eme
jour. Ce point expérimental pourrait étre mis pour le compte d'un biais établi lors de

I'injection, probablement par un moindre volume injecté.
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FIGURE 4.3.5 — Fractions volumiques de méthane et de dioxyde de carbone pour une
concentration en colistine de 0,1 mg/L (C2)

En ce qui concerne les batchs contenant 0,1 mg/L de colistine, la fraction volu-

mique en colistine augmente jusqu’au 41éme jour ou elle atteint une valeur d’environ 84%.

Elle diminue ensuite pour atteindre 71% & partir de 70 jours figure 4.3.5.

La fraction volumique en dioxyde de carbone augmente jusqu’au 18eme jour pour

atteindre 42% puis diminue et remonte légérement jusqu’a 35% en fin d’expérience.
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Fractions volumique de CH4 et CO2 pour C3 : Colistine 1 mg/L.
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FIGURE 4.3.6 — Fractions volumiques de méthane et de dioxyde de carbone pour une
concentration en colistine de 1 mg/L (C3)

Les batchs contenant une concentration en colistine de 1 mg/L permettent de
constater que la fraction en méthane augmente jusqu’au 41 éme jour ou elle atteint 83%

en volume, puis diminue pour atteindre 70% a partir de 70 jours (figure 4.3.6).

La concentration en dioxyde de carbone augmente pour atteindre un pic a 42%
en volume au 19 éme jour puis diminue entre les jours 19 et 31 pour atteindre 16%. Cette
brusque diminution de la fraction volumique en CO, peut étre expliquée par I'importante

production de méthane par les bactéries qui se produit a cette période.

Ensuite, les fractions volumiques en méthane en fonction du temps sont représen-
tées sur un méme graphique pour toutes les concentrations de colistine et pour le batch

témoin (figure 4.3.7).
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FIGURE 4.3.7 — Fractions volumiques de méthane en fonction de la concentration en co-
listine

Au regard de ce graphique, la fraction volumique en méthane :

— Atteint au maximum pour chaque concentration en antibiotique une fraction vo-
lumique en méthane proche d’environ 81%, ce qui est semblable aux valeurs du
témoin

— Possede une cinétique équivalente : les pentes d’augmentation et de diminution sont
semblables pour chaque concentration en colistine, et semblables au témoin

— Se stabilise toutes a environ 72%.

La colistine ne semble donc pas avoir d’effets significatifs sur la cinétique de la méthani-
sation aux concentrations testées. Les volumes de méthane produits au bout de 90 jours
sont légerement inférieurs au témoin mais les résultats obtenus ne sont pas proportionnels
a la concentration en colistine présent dans le milieu. Un effet inhibiteur de la colistine

sur la méthanisation aux concentrations testées n’est donc pas formellement démontré ici.
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4.3.2.3 Fractions volumiques en dioxyde de carbone, en dihydrogéne et en azote
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FIGURE 4.3.8 — Fractions volumiques de dioxyde de carbone en fonction de la concentra-
tion en colistine
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FIGURE 4.3.9 — Fractions volumiques de dihydrogene en fonction de la concentration en
colistine
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F1GURE 4.3.10 — Fractions volumiques de diazote en fonction de la concentration en co-
listine

Comme cela a été effectué dans le cas du méthane, les fractions volumiques en
dioxyde de carbone, en dihydrogene et en azote sont tracées sur un méme graphique pour
les trois concentrations, ainsi que pour le témoin :

— Fraction volumique en CO, selon la concentration en colistine (figure 4.3.8)

— Fraction volumique en H, selon la concentration en colistine (figure 4.3.9)

— Fraction volumique en N, selon la concentration en colistine (figure 4.3.10)
La fraction volumique en azote est tres élevée au départ, dans I’ensemble des batchs. En
effet, le milieu est inerté a l'azote. Cette fraction diminuera drastiquement durant les

premiers jours, ce qui est cohérent avec I'augmentation de volume de biogaz produit.

La production d’hydrogene est tres faible dans I’ensemble des batchs. Elle est
maximale jusqu’au 30 éme jour puis cette production s’arréte quasiment ensuite. Elle
atteint au maximum 1,85% au 4éme jour dans les bouteilles contenant 80 mg/L de strep-

tomycine.
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4.3.3 Batchs contenant de la streptomycine

4.3.3.1 Volumes de biogaz et de méthane produits
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FI1GURE 4.3.11 — Volumes de biogaz en fonction du temps pour les batchs contenant de

la streptomycine

Le volume de biogaz cumulé obtenu pour chaque concentration en streptomycine

est tracé (figure 4.3.11).
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FI1GURE 4.3.12 — Volumes de méthane en fonction du temps pour les batchs contenant de
la streptomycine

Le volume cumulé de méthane produit pour les batchs contenant les trois concen-
trations en streptomycine, ainsi que le témoin, sont tracés. Les courbes sont toutes crois-
santes, la pente étant plus importante les 3 premiers jours, ainsi qu’entre le 15 éme et
le 35 éme jour (environ 75 mL par jour de méthane produit dans les bouteilles témoins
durant cette période). Le volume cumulé pour les batchs témoin est durant toute 1’expé-
rience supérieure aux batchs contenant de la streptomycine et atteindra environ 2500 mL
en fin d’expérience. Les batchs contenant 0,8 mg/L et 8 mg/L de streptomycine ont une
allure similaire, et le volume final produit sera d’environ 2100 mL. Enfin, les flacons com-
prenant 80 mg/L de streptomycine auront produit un volume moyen de biogaz de 1700
mL. Cette derniere valeur est tres inférieure a ce qui a été observé dans les autres batchs,
et notamment en comparaison avec le témoin. Au final, au 90eme jour, la différence de
volume de méthane produit entre le témoin et respectivement les batchs S1, S2 et S3 est
de 250, 350 et 800 mL.

Au vu de ces résultats, nous pouvons avancer '’hypothese que la streptomycine

possede un impact sur le volume de méthane produit, en particulier a des concentrations

101



Chapitre 4 Expérimentations

élevées, supérieures a 80 mg/L.

4.3.3.2 Fractions volumiques de méthane et de dioxyde de carbone

Pour chacune des concentrations en streptomycine, ainsi que pour les batchs té-

moins, I’évolution de la fraction volumique en méthane en fonction du temps est tracée.

Fractions volumique de CH4 et CO2 pour S1: Streptomycine 0.8 mg/1.

100

90 |

. 0% |
80 | ! - . /_/\ 1l o

T0 ¢

60 |

AN

—CH4
—(02

>
~
-—-‘-‘--_‘-‘—u—._.

Pourcentage

0 10 20 30 40 50 60 70 &0 90 100
Temps (§)

FI1GURE 4.3.13 — Fractions volumiques de méthane et de dioxyde de carbone pour une
concentration en streptomycine de 0,8 mg/L (S1)
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Fractions volumique de CH4 et CO2 pour S2 : Streptomycine 8§ mg/L.
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FI1GURE 4.3.14 — Fractions volumiques de méthane et de dioxyde de carbone pour une

concentration en streptomycine de 8 mg/L (S2)
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Fractions volumique de CH4 et CO2 pour 83 : Streptomycine 80 mg/L
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FI1GURE 4.3.15 — Fractions volumiques de méthane et de dioxyde de carbone pour une
concentration en streptomycine de 80 mg/L (S3)

Tout d’abord, en ce qui concerne les batchs S1 contenant 0,8 mg/L de strepto-
mycine, la fraction volumique en méthane augmente jusqu’au 41 éme jour pour atteindre
80% puis se stabilise jusqu’au 59 éme jour, ou elle montera brievement & 82% dans les
5 jours qui suivent pour ensuite diminuer et se stabiliser a 78% en fin d’expérimentation

(figure 4.3.13).

La fraction volumique en dioxyde de carbone augmente pour atteindre un pic au
18 eéme jour d’environ 45%. Elle diminue ensuite jusqu’au 28 éme jour pour atteindre
18% puis remonte légerement pour atteindre 30% a 70 jours et s’y stabiliser jusqu’en fin

d’expérience.

La fraction volumique en méthane dans les batchs S2 contenant 8 mg/L de strep-
tomycine augmente de maniere importante, de maniere similaire a ce qui était observé sur
les courbes précédentes pour atteindre 69% au jour 34. Elle augmente ensuite plus lente-
ment jusqu’au 55 éme jour pour atteindre un maximum de 83% puis diminuera jusqu’au

70 eme jour a 75%. Elle sera ensuite stabilisée a cette valeur jusqu’en fin d’expérience.
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La fraction volumique en dioxyde de carbone augmente jusqu’au 18 éme jour pour
atteindre 41%. Elle diminue ensuite jusqu’au 27 éme jour a 22% en volume, et remontra

légerement pour se stabiliser & 31% en fin d’expérience (figure 4.3.14).

Enfin, en ce qui concerne les bouteilles S3, ¢’est-a-dire une concentration en strep-
tomycine de 80 mg/L, la fraction volumique en méthane augmente légérement jusqu’au
25eme jour ou elle atteindra 25% en volume. Ensuite, elle augmente de maniere plus im-
portante, de maniere analogue a ce qui a été décrit précédemment, jusqu’'au 32 eéme jour,
pour atteindre une valeur de 65%. Elle augmentera ensuite lentement jusqu’au 62éme jour
pour atteindre 78%. Cette valeur diminuera légérement et sera retrouvée en fin d’expé-
rience (figure 4.3.15).

La fraction volumique en dioxyde de carbone augmente jusqu’a 44% au 18 eme
jour, puis diminue jusqu’'a 19 % au 31 éme jour. Elle remontra ensuite brusquement a

32% sur les 10 jours qui suivent pour se stabiliser a environ 30%.

Fraction volumique de CH4 fonction de la concentration en streptomycine
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FIGURE 4.3.16 — Fractions volumiques de méthane en fonction de la concentration en

streptomycine

Les fractions volumiques de méthane pour les trois concentrations de streptomy-
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cine étudiées, ainsi que le témoin, sont tracées sur un méme graphique (figure 4.3.16).

D’apres ces résultats, la fraction volumique en méthane :

— Produit un maximum de 84 % pour le batch témoin, de 79 % pour la bouteille S1
contenant 0,8 mg/L de streptomycine, 84 % pour le batch contenant 8 mg/L de
streptomycine et 77 % pour 80 mg/L de streptomycine

— Possede une cinétique différente selon la concentration en streptomycine : les bou-
teilles témoins atteignent en moyenne un maximum au 41éme jour. Les batchs S1 a
0,8 mg/L de streptomycine produisent un pic également au 41éme jour. Les batchs
S2 a 8 mg/L de streptomycine induisent une production de méthane jusqu'au 54
eme jour. Enfin 80 mg/L de streptomycine produit un pic & 62 jours.

— Se stabilisent pour tous les batchs a environ 75 %

D’apres ces résultats, il semble donc que la concentration en streptomycine ait un impact
sur la fraction en méthane du biogaz produit : bien que celle-ci soit similaire en fin
d’expérience, elle semble augmenter de maniere plus lente et avec un retard proportionnel
a la concentration en streptomycine du milieu réactionnel. D’apres les courbes représentant
le volume de biogaz en fonction du temps présentées ci-dessus, la majorité du biogaz est

produit entre les jours 18 a 70, avec une production maximale jusqu’au 28 éme jour.

Etant donné les fractions volumiques décroissantes en méthane en fonction de la
concentration en streptomycine durant cette période, la cinétique de la méthanisation est
ralentie : plus la concentration en streptomycine est importante, plus la production de

méthane est lente.

En ce qui concerne la streptomycine, les résultats obtenus confirment les hypo-
theses énoncées plus haut. En particulier, la production de méthane en présence de la
concentration maximale en streptomycine montre clairement une méthanisation retardée
dans le temps (environ 20 jours apres le témoin pour la plus grande concentration étudiée)

et un volume de méthane produit tres amoindri.

Il semble donc, qu’en plus de ralentir le processus aux concentrations étudiées les
plus faibles (0,8 et 8 mg/L), la streptomycine diminue le rendement de la méthanisation
a 80 mg/L.
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4.3.3.3 Fractions volumiques en dioxyde de carbone, en dihydrogéne et en azote
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FIGURE 4.3.17 — Fractions volumiques de dioxyde de carbone en fonction de la concen-

tration en streptomycine
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FIGURE 4.3.18 — Fractions volumiques de dihydrogene en fonction de la concentration en
streptomycine
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FI1GURE 4.3.19 — Fractions volumiques de diazote en fonction de la concentration en strep-
tomycine

Comme dans le cas de la colistine, les fractions volumiques en dioxyde de carbone,
en dihydrogene et en azote sont tracées sur un méme graphique pour les trois concentra-
tions, ainsi que pour le témoin :

— Fraction volumique en CO, selon la concentration en streptomycine (figure 4.3.17)
— Fraction volumique en H, selon la concentration en streptomycine (figure 4.3.18)

— Fraction volumique en N, selon la concentration en streptomycine (figure 4.3.19).
L’inertage a l'azote implique que la fraction volumique en azote est tres élevée au temps

initial.

4.3.4 Variabilité des batchs

Pour étudier la variabilité des batchs ayant fait 'objet d’une préparation initiale
identique, les batchs, les fractions volumiques pour chaque bouteille sont représentées en
fonction du temps, par groupe de trois batchs initialement identiques. Cette représentation

est effectuée sous la forme de diagrammes en barres.
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Enfin, I’écart-type est représenté pour chacun de ces groupes.

Ainsi, sont obtenues les variations de la fraction volumique en méthane dans les

bouteilles :

— témoins (figure 4.3.20)

— 240,01 mg/L de colistine (figure 4.3.21)

— a 0,1 mg/L de colistine (figure 4.3.22)

— a 1 mg/L de colistine (figure 4.3.23)

— 24 0,8 mg/L de streptomycine (figure 4.3.24)

— a 8 mg/L de streptomycine (figure 4.3.25)

— 4 80 mg/L de streptomycine (figure 4.3.26)
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FI1GURE 4.3.20 — Fractions volumiques en méthane dans les trois batchs témoins et écart-
type
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FIGURE 4.3.21 — Fractions volumiques en méthane dans les trois batchs contenant une

concentration en colistine de 0,01 mg/L (C1) et écart-type
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FIGURE 4.3.22 — Fractions volumiques en méthane dans les trois batchs contenant une
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FIGURE 4.3.23 — Fractions volumiques en méthane dans les trois batchs contenant une
concentration en colistine de 1 mg/L (C3) et écart-type
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FIGURE 4.3.24 — Fractions volumiques en méthane dans les trois batchs contenant une

114

concentration en streptomycine de 0,8 mg/L (S1) et écart-type



4.3 Résultats et inteprétation

520 2 e 51y s——Frart-Type

OB -
67 +

06 +

Fraction volumique en méthane
= =
=y w

=
w

[ g e

01 4

¢ 3 4 5 § 7 10 12 14 18 11 21 24 2% 28 3 33 4 5 5 62 6 70 90 95
Temps {jours)

FIGURE 4.3.25 — Fractions volumiques en méthane dans les trois batchs contenant une
concentration en streptomycine de 8 mg/L (S2) et écart-type
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FIGURE 4.3.26 — Fractions volumiques en méthane dans les trois batchs contenant une
concentration en streptomycine de 80 mg/L (S3) et écart-type

On remarque que la variabilité, en ce qui concerne les échantillons contenant
0,01 mg/L de colistine, est d’abord faible du 0 éme au 7 éme jour (environ 0,01), puis
augmente jusqu’au 24 eéme jour (0,16), et diminue ensuite pour atteindre la valeur de
départ (environ 0,01) au 41eme jour. Les écarts types les plus faibles correspondent aux
périodes ou la production en méthane est moindre, tandis que 'augmentation de 1’écart

type est directement correlé a la fraction volumique en méthane.

Etant donné que la méthanisation est avant tout un processus biologique, son dé-
roulement est caractérisé par une variabilité due a 'activité intrinseque des bactéries, ou
encore aux différentes especes présentes dans chacun des milieux réactionnels, qui n’est
pas identique dans chaque batch. Il est donc envisageable que certaines étapes de la mé-
thanisation, soient, dans un échantillon, légerement favorisées ou au contraire défavorisées

selon la proportion dans le milieu de chaque espece bactérienne.

Ce phénomene est retrouvé dans chacune des concentrations en antibiotiques étu-
diées. La variabilité maximale est atteinte pour 80 mg/L de streptomycine (échantillons

S3), au jour 31. Elle s’éleve alors a 0,23. L’étude de réactions biologiques est donc condi-
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tionnée a un ensemble de parametres non prévisibles ayant un impact sur les résultats

finaux.

Dans tous les cas, les écarts-types obtenus sont inférieurs a 0,5 fois la moyenne
des valeurs et les fractions volumiques pour les différents gaz sont donc similaires dans

chacune des concentrations en antiobiotiques, et dans les bouteilles témoins.
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L’objectif de cette étude était d’étudier I'influence de deux antibiotiques admi-
nistrés aux bovins durant 1’élevage, a savoir la colistine et la streptomycine sur la mé-
thanisation du lisier. Pour cela, plusieurs réacteurs batchs de laboratoire ont été suivis
sur 90 jours, dans le but d’étudier la production en biogaz, et plus particulierement en
méthane. Ceci a été réalisé pour des concentrations en antibiotiques correspondant aux
posologies usuelles administrées aux animaux, ainsi qu’a des concentrations 10 et 100 fois

supérieures dont le but était de mettre en exergue un éventuel mécanisme d’inhibition.

Nous avons pu observer une inhibition partielle de la méthanisation dans les mi-
lieux réactionnels contenant de la streptomycine. En ’absence d’autres composés inhibi-
teurs, ce phénomene pourrait donc étre dii a sa présence, d’autant que les effets observés

sont proportionnels a la concentration en antibiotique.

A concentrations faibles et intermédiaires (0,8 et 8 mg/L), la streptomycine semble
avoir un effet néfaste sur la cinétique de la méthanisation, en ralentissant la production de

biogaz. Ceci pourrait étre la conséquence d’une inhibition de la croissance des bactéries.

Pour la concentration la plus élevée de streptomycine (80 mg/L), en plus de 'effet
précédemment exposé, le volume de méthane produit sur ’ensemble des 90 jours est plus

faible que dans les autres batchs.

La colistine, quant a elle, n’a pas montré aux concentrations étudiées de phéno-

menes d’inhibition de la méthanisation.

Dans I'étude des deux antibiotiques, des évolutions ont été observées jusqu’au
70eme jour. Il semble donc utile de dépasser les deux mois classiquement utilisés lors de

la réalisation d’expériences concernant la méthanisation.

Dans cette étude, seule la streptomycine et la colistine ont été étudiées. Or, comme

présenté dans le chapitre 2, de nombreux antibiotiques sont administrés aux bovins, tant

119



Conclusion et perspectives

pour un but curatif que préventif. Il faudrait donc étudier 'influence d’autres antibiotiques

sur la méthanisation. Des travaux sont en cours au LRGP dans cette optique.

Enfin, les expériences ont ici été effectuées sur des batchs, c¢’est-a-dire sur des réac-
teurs discontinus. Il semble nécessaire de transposer 1’étude effectuée sur un méthaniseur
semi-continu pour étudier 'effet des antibiotiques sur un réacteur a 1’échelle industrielle.
En effet, un phénomene d’acclimatation des bactéries est possible : en milieu semi-continu,
les effluents entrent, et du digestat sort du réacteur, mais celui-ci est lentement vidé et
le nouvel effluent est donc en contact avec 'ancien. Ainsi, les bactéries pourraient s’accli-
mater aux antibiotiques présents dans le milieu et acquérir des mécanismes de résistance,
ce qui ferait qu’a concentrations égales en antibiotiques, la production de méthane serait

plus faible voire inexistante.
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FIGURE 4.0.1 — Calibration des fractions volumiques : régressions linéaires (1)
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RESUME :

ILa méthanisation consiste en la transformation biologique de la matiére organique sous l'action de
microorganismes, en milieu anaérobie. Les produits obtenus sont le biogaz (en particulier du méthane) et des
sous-produits liquides ou solides. Le méthane pourra étre a l'origine de la production de chaleur et d'électricité.
Il s'agit, associé¢ a d'autres modes de production d'énergie, d'une réponse a la demande croissante énergétique
au niveau mondial, et a la nécessité de remplacer les sources actuelles par de 1'énergie « verte ». Il existe de
nombreux effluents envisageables pour ce processus. Un des plus courants est le lisier issu de I'élevage bovin.

Cependant, la méthanisation peut étre inhibée par les substances présentes dans le réacteur. Cette étude se
concentrera particuliérement sur 'inhibition par les antibiotiques, administrés classiquement aux bovins durant
I'élevage et retrouvés dans le lisier. Nous avons, par une série d'expérimentations, évalué 1'effet de la colistine
et de la streptomycine, deux antibiotiques couramment administrés aux bovins durant 1'élevage, sur la
iméthanisation du lisier de ces animaux. Cette ¢tude a été réalisée par mise en contact, dans des réacteurs batch
de lisier, avec de la streptomycine (milieux concentrés a 0,8, 8 et 80 mg/L) ou de la colistine (milieux
concentrés a 0,01, 0,1 et 1 mg/L), puis a la méthanisation de ces échantillons. Le volume de biogaz et de
iméthane produit a été suivi durant 90 jours.

INous avons pu observer une inhibition partielle de la méthanisation dans les milieux réactionnels contenant de
la streptomycine : un ralentissement du processus pour des milieux concentrés a 0,8 et 8 mg/L en
streptomycine, et une diminution du volume de biogaz produit au terme des 90 jours pour un milieu concentré
a 80 mg/L.

ILa premicre partie de cette thése est consacrée a la description de la méthanisation, en particulier aux étapes de
son déroulement, aux parametres physico-chimiques et bactériologiques ayant un impact sur ce processus, ainsi
qu'a ses effluents et produits.

[Ensuite, les différents antibiotiques sur le marché en France a 'usage des bovins et leur usage ont été étudiés,
puis une revue de substances pouvant couramment inhiber la méthanisation a été réalisée. Enfin, I'étude
expérimentale concernant la méthanisation en présence de streptomycine et de colistine est présentée.
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