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Introduction

Introduction générale

Aujourd’hui, la majorité des animaux issus de I’agriculture sont élevés de manicre intensive
en hors sol ou sur des surfaces réduites. Cette forte densité animale engendre des productions
localement importantes d’effluents concentrés, les lisiers, qui sont majoritairement épandus sur les
terres arables localisées dans les bassins de production animale afin de fertiliser les cultures,

notamment en azote.

1. Etat des lieux

On observe, dans ces bassins de production animale, des problemes environnementaux tels
que I’eutrophisation des cours d’eau et la formation de marées vertes ou encore la détérioration de
la qualité des eaux souterraines. A titre d’exemple, dans le cas de la Bretagne, la concentration
moyenne des riviéres en nitrates est de 35 mg/L en 2012 tandis que la limite européenne
recommandée est de 25 mg/L (Directive n° 75/440/CEE du 16/06/75). Ces concentrations élevées
en nitrates sont principalement liées a la gestion des effluents d’élevage produits sur le territoire. En
effet, environ 2/3 de I’azote épandu en Bretagne est de 1’engrais organique issu des déjections des
vaches (57%), porcs (31%) et volailles (12%). De cet azote épandu, 25 kg par hectare en moyenne
et parfois jusqu’a 95 kg/ha sont rejetés par an dans les cours d’eau, allant jusqu’a la mer (Ministére
francais de I'écologie du développement durable et de I'énergie 2010). De plus, au cours de
I’épandage de ces déjections et lors de la gestion en amont (batiment et stockage), la quantité
d’azote émise sous forme d’ammoniac peut atteindre 50 % de 1’azote total excrété par les animaux
(Portejoie et al. 2003). Ces émissions diffuses engendrent des pertes d’azote, des nuisances
olfactives ainsi que 1’acidification de 1’environnement.

Enfin, localement, des engrais minéraux sont également utilisés afin de compenser une
partie de ces pertes ou bien lorsque les conditions ne permettent pas 1’utilisation de déjections
animales. Plus globalement, des quantités importantes d’engrais minéraux sont utilisées et
pourraient également étre substituées par ces effluents bruts ou transformés. En effet, le prix des
engrais minéraux, qui suit le prix de 1’énergie, est en constante augmentation. Il pourrait méme
augmenter plus rapidement que le prix de I’énergie, a cause de la faible concurrence des
producteurs d’engrais et de la demande croissante des pays émergents (Peyraud et al. 2012). De
plus, la production d’engrais minéraux est énergivore et engendre des impacts environnementaux

associés importants. Notamment, le cas du phosphore est important car cette ressource est limitée
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sur la Terre et ses stocks risquent d’étre épuisés d’ici une centaine d’années s’il n’est pas recyclé
(Cordell et al. 2009).

Les normes concernant 1’épandage sont régies au niveau départemental a partir des
législations nationale et européenne. Les périodes d’épandage sont réglementées suivant les
caractéristiques des effluents (permettant de les catégoriser en types de fertilisants, ratio
carbone/azote) et le type d’occupation du sol (prairie ou culture annuelle) et de culture a venir.
Globalement un certain nombre d’interdictions d’épandage sont définies suivant le calendrier
(activité touristique), le terrain, le matériel et les conditions météorologiques : si le sol est pris en
masse par le gel ou abondamment enneigé (sauf solides), si dispositif d’aérodispersion produisant
des brouillards fins, sur terrain a forte pente qui entrainerait un ruissellement hors de la zone
d’épandage ou encore proche de cours d’eau, de lieux de baignade, de zones de pisciculture ou
conchylicoles (code de I’environnement, article R216-8). La fertilisation des sols doit étre
¢quilibrée afin d’éviter les ruissellements et les percolations rapides dans les nappes. L’azote
organique épandable annuellement est plafonné a 170 kg N-org/ha; les secteurs dont 1’azote
épandable est supérieur a cette valeur sont classés en zone d’excédent structurel (ZES). Dans
certains cas il peut étre necessaire de définir un territoire en zone a actions complémentaires (ZAC)
dont I’apport en azote de toutes origines est limité a 210 kg N/ha. Pour les ZES, des programmes de
résorption des excédents d’azote d’origine animal ont été mis en place a partir de 1996. lls
impliquent des réductions d’azote a la source (intrants alimentaires), une réduction du cheptel, une
augmentation de la surface épandable par la mise en ceuvre de divers procédés et le traitement des
déjections pour diminuer la charge azotée. L objectif de ces mesures étant de passer en dessous du
seuil de 170 kg N-org/ha. Le transfert de I’azote vers d’autres territoires est autorisé¢ dans la mesure
ou ce territoire est a moins de 140 kg N-org/ha. Depuis le 1* janvier 2011, un plafond maximal de
95 kg P organique plus mineral a été imposé sur le SDAGE Loire-Bretagne, imposant en plus de la

réglementation sur I’azote une limite au phosphore sur les exploitations soumises a autorisation.

Dans les régions d’élevage, les flux d’azote et de phosphore générés par les déjections
animales sont trop importants pour étre utilisés localement ; une partie doit donc étre exportée vers
d’autres territoires pour rétablir I’équilibre et valoriser au maximum les nutriments. En effet, ces
lisiers liquides, principalement composés d’eau (>90%) et riches en matieres organiques, sont
difficiles a transporter et 1’azote et le phosphore, presents en exces, sont des ressources inutiles sur
des zones d’excédent structurel alors qu’ils peuvent étre valorisés sur d’autres territoires. La
valorisation des effluents d’élevage peut en outre permettre des retombées commerciales dans le cas

d’appartenance a des labels tels «agriculture biologique », «labels de qualité » ou encore
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« indication d’origine ». Ces labels peuvent étre accordés a condition d’un cahier des charges
concernant la fertilisation (pas d’engrais minéral) et sont compatibles avec 1’épandage d’effluent
d’¢élevage bio (Conseil de I'Union Européenne 2007), dans le cas du label « agriculture biologique »

par exemple.

Ainsi, dans le contexte actuel, ’efficience de 1’azote des déjections animales apparait trés
limitée du fait des difficultés d’utilisation (hétérogénéité, volatilité¢ de 1’azote, quantités localement
importantes, ...) et des difficultés de transport (¢lément soluble et dilué) avec d’une part des
impacts environnementaux importants (eutrophisation et acidification) et d’autre part des besoins en

engrais minéraux, et donc en énergie, pour compenser les pertes.

Depuis quelques années, la digestion anaérobie (méthanisation) est en développement en
France, notamment en ce qui concerne les effluents d’¢levage. La méthanisation permet d’abattre
une partie de la matiére organique avec production de biogaz principalement valorisé dans des
moteurs de cogénération permettant de produire de 1’¢lectricité et de la chaleur. Plus récemment,
I’injection de biogaz épuré directement dans le réseau de gaz naturel se développe également.
L’Allemagne et les pays scandinaves sont treés avancés dans la maitrise de ce procédé mais aussi en
termes d’implantation avec plus de 7500 unités en Allemagne en 2012 (Fachverband-Biogas 2013).
En France, le gouvernement soutient le développement de la méthanisation sur le territoire, qui
commence a s’amorcer (environ 115 unités agricoles/territoriales en fonctionnement fin 2013). La
production d’énergie renouvelable et la réduction des émissions de gaz a effet de serre sont des
points forts de ce procedé. La digestion anaérobie permet la minéralisation des nutriments, ce qui
les rend plus biodisponible, mais dans le cas de I’azote, la forme minéralisée (NH3) est plus volatile
et donc parfois plus difficile a conserver. Les déjections animales représentent un potentiel de
valorisation énergétique important, notamment en méthanisation, mais cela représente aussi de forts
flux d’azote et de phosphore. Ces flux sont assez mal utilisés a cause des pertes d’ammoniac et de
nitrates par exemple (percolation, ruissellement). Donc au-deld des aspects énergétiques, il faut
trouver des solutions pour améliorer 1’efficience de ces nutriments et donc chercher des synergies
avec la méthanisation pour optimiser le recyclage.

Les solutions actuellement existantes sur le marché en matiére de traitement et recyclage des
pollutions et des nuisances sont assez codteuses. On peut par exemple trouver des procédes de
concentration tels que le traitement membranaire, le stripping de I’ammoniac avec récupération
sous forme de sulfate d’ammonium, la précipitation sous forme de struvite ou encore le séchage.

Des solutions de traitement telles que la nitrification-dénitrification sont aussi utilisées, mais elles
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ne permettent pas de valoriser les nutriments et, dans cet exemple, représentent des codts
énergétiques associés importants a cause de [’oxygénation pour la nitrification. De plus ces
technologies nécessitent des quantités d’additifs (acides, bases, etc.) ou d’énergie (séchage,
membranes) importantes. Une solution plus rustique, potentiellement moins onéreuse et plus simple

d’exploitation est a envisager.

Ce travail de thése est donc centré sur le développement d’une alternative, répondant a ces
critéeres, par le biais d’un couplage de la digestion anaérobie a une culture de microalgues
autotrophes. Ce type de procédé peut étre vu en quatre grandes étapes (voir Figure 1) :

» L’élimination de la partie du carbone biodégradable avec production de biogaz,

» La cogénération avec une production d’électricité, de chaleur et ayant comme déchet le
dioxyde de carbone (CO,),

» L’accumulation des principaux nutriments (N, P & K) dans la biomasse algale ainsi que la

séquestration d’une fraction du CO; génére,

» Suite a une séparation liquide-solide : I’utilisation de la biomasse algale sous forme
d’engrais (Mulbry et al. 2005; De Jesus Raposo and De Morais 2011).

uoneledeg

=i g

Figure 1 : Schéma de principe du procédé de méthanisation, cogénération et culture algale.

Les microalgues sont capables de capter et d’assimiler les nutriments contenus dans le
milieu de culture, notamment 1’azote et le phosphore sous forme minéralisée. De plus, elles
produisent de 1’oxygene lors de la photosynthése pouvant permettre la nitrification de ’azote

excédentaire. Plusieurs voies de valorisation des algues sont envisageables telles que la récupération

26



Introduction

de produits a haute valeur ajoutée (comme des molécules pharmaceutiques), la production de
biocarburants, la production d’aliments pour 1’aquaculture ou 1’élevage, ou encore 1’utilisation en
engrais. Dans une optique d’épuration, la derniére voie est la plus adéquate et la plus facile & mettre
en ceuvre sur un territoire agricole. Le produit final contient les principaux nutriments et permet de
boucler leur retour au sol en réduisant les inconvénients du digestat brut (évaporation, percolation,

ruissellement, odeurs, etc.) et les difficultés de transport.

Alimentation
Terre Animal
Epandage >\
(amendement | Déjection
organique et |
fertilisant) N&P N

Microalgues Lisier

«

Culture alg;N

Figure 2 : Schéma du cycle de I’azote et du phosphore dans le systéme envisagé.

Digestion

Digestat anaérobie

En envisageant une production d’engrais (biomasse algale), les nutriments passent
successivement de la terre, aux plantes qui servent a nourrir les animaux, puis sont évacués dans les
déjections qui sont méthanisées et les nutriments sont ensuite captés par les microalgues puis
épandus sur les terres (Figure 2). L’excédent de nutriments peut ainsi étre exporté hors de la zone
d’excédent structurel permettant un meilleur équilibre, avec un produit plus facile a transporter que
le digestat et ne présentant pas ses inconvenients, tout en réutilisant les ressources azotées et

phosphorées.

Le carbone est aussi réutilisé dans ce systéme et suis un cycle car le lisier méthanisé produit
du biogaz riche en méthane (CH,4) qui sert de source d’énergie a la cogénération. Une fois le biogaz
brulé, les gaz d’échappement sont principalement composés de dioxyde de carbone (et d’eau), CO,
qui serait utilisé par les microalgues autotrophes comme source de carbone inorganique. Ces

derniéres, en retournant au sol apportent un amendement organique.
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nitrification

Figure 3 : Cycle de I’azote dans une culture algale.

Bien que I’objectif de ce type de procédé soit de valoriser les nutriments et notamment
I’azote, il a été montré que ’assimilation par les microalgues dans ce type de milieu (digestat) est
mal connue et souvent surestimée (Gonzalez-Fernandez et al. 2011). En effet, dans ce type de
procédé non axeénique, les bactéries sont présentes et peuvent contribuer pour une forte part a
I’élimination de 1’azote observée en association avec les microalgues. Plusieurs mécanismes du
cycle de I’azote autre que 1’assimilation peuvent avoir lieu dans une culture algale, notamment les
processus de nitrification-dénitrification. La Figure 3 décrit les différents processus susceptible de
se dérouler dans une culture algale avec des bactéries. La nitrification est possible grace a I’apport
d’oxygene par les algues (de Godos et al. 2009) et dés que les conditions deviennent anoxiques, la
nuit par exemple, la dénitrification peut avoir lieu s’il y a suffisamment de matiére organique. Ainsi,
suivant les conditions de cultures, une partie importante de I’azote du systéme peut étre éliminée
sous forme gazeuse. De plus, d’autres processus du cycle de ’azote peuvent potenticllement se
dérouler tels anammox (en anaérobie) ou la réduction dissimilatrice des nitrates en ammonium,

mais de maniére anecdotique semble-t-il.

La technologie qui semble la plus adaptée a I’épuration, pour faire croitre une population
algale, est I’utilisation d’un lagunage & haut rendement, HRAP (Oswald 1988). Ce procédé est
constitué d’un chenal avec une agitation par roues a aubes avec un rapport surface/volume suffisant
pour permettre aux algues d’accéder a la lumiére. Les algues doivent étre extraites réguliérement
pour maintenir une population stable, mais le probleme de la séparation liquide-solide reste
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important. La taille et la teneur en lipides des microalgues (suivant les conditions) peuvent
défavoriser la décantation, utilisée classiquement pour la séparation de la biomasse. La recherche
sur les microalgues dans le but de faire des biocarburants étant en plein essor, la question de la

séparation y est fréeguemment examinée.

2. Plan de la thése

A la suite de cette introduction, un état de I’art est présenté. 1l met en relief les filieres
actuelles de méthanisation des effluents d’élevage puis traite de la biologie des microalgues et enfin

la modélisation biocinétique est présentée et notamment son application a la croissance algale.

Le second chapitre décrit le dispositif expérimental ainsi que les méthodes et les moyens

analytiques classiques et ceux développés dans le cadre de ce travail de these.

Les quatre chapitres suivant sont focalisés sur les problématiques spécifiques a 1’influent
¢tudié et aux conditions de cultures spécifiques a ce type d’influent a travers des travaux
expérimentaux et des travaux de modélisation.

Le chapitre 3 est consacré a une caractéristique particulierement spécifique a 1’utilisation de
digestat : la pénétration de la lumiére. Ce chapitre présente d’abord la caractérisation de ces
digestats en termes physico-chimiques et de couleur, puis I’impact de cette couleur et de la lumiére
sur I’écosystéme ont conjointement été etudies et modélises.

La problématique du phosphore est ensuite abordée dans le chapitre 4. L’¢tude de
I’influence de la concentration en P sur la culture algale a permis d’aboutir a un modéle décrivant le
stockage du phosphore conjointement au modele développé dans le chapitre 3. Dans ces deux
chapitres, les interactions entre microalgues et bactéries ont été soulignées.

Le chapitre 5 regroupe 1’étude du transfert du dioxyde de carbone dans 1a culture et I’impact
du CO; sur la croissance de la biomasse.

Apres ’étude de ces parameétres de culture, le temps de séjour des solides, parametre de

procédé majeur dans les cultures algales, a été investigué dans des conditions semi-continues.
Dans le dernier chapitre, I’intégration de ces résultats permet une premicre approche de

dimensionnement d’une installation de traitement des digestats avec des microalgues. Ce chapitre

est plus technique et repose sur un ensemble d’hypothéses mais il permet d’estimer les
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caractéristiques d’un tel systeme de traitement et d’appréhender la faisabilité et les marges de

progression envisageables.

Enfin les différents résultats sont regroupés et synthétises puis ils sont mis en perspectives.
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Chapitre 1. Etat de I’art

Ce sous-chapitre traite de la digestion anaérobie des effluents d’élevage avec un regard sur
les principaux parametres pouvant influencer le couplage avec un procédé de culture de
microalgues : 1’évolution des nutriments, les types d’intrants et la qualité du biogaz et des gaz

d’échappement. De plus, I’intégration de ce procédé au sein de la filiere de traitement est discutée.

Sous-chapitre 1. 1. Les filieres de méthanisation des effluents d’élevage

En France, les déjections animales représentent environ 300 millions de tonnes de matiere
brute par an, parmi lesquels la moitié est directement produite en prairie lors du paturage
(Biomasse-Normandie 2002). Les flux d’azote générés par ces déjections sont de 1820 kt N/an , ce
qui correspond a de fortes quantités a gérer et a valoriser (Peyraud et al. 2012). Les quantités de
matiére organique contenues dans ces déjections constituent également un potentiel énergétique
important. Au vu de ce gisement, la valorisation énergétique est incontournable et en cours de
développement dans le monde avec la digestion anaérobie. Elle permet de plus de réduire les
émissions de gaz a effet de serre de ces effluents organiques (Pellerin et al. 2013). Cependant, il
apparait nécessaire de récupérer l’azote et le phosphore et d’en améliorer 1’efficience en

développant des synergies avec la digestion anaérobie.

1. Description des processus et des procédés de digestion anaérobie

1.1. Processus de la digestion anaérobie

La digestion anaérobie, encore appelée méthanisation, est un procédé visant a transformer la
matiere organique du substrat en méthane (CH4;) a I’aide de microorganismes en 1’absence
d’oxygene. La méthanisation est réalisée en quatre étapes majeures : 1’hydrolyse, 1’acidogenése,
I’acétogenese et la méthanogenese. Ces étapes successives permettent de transformer des
macromolécules en monomeres simples, puis en acides gras et en alcools, ensuite en acétate et

hydrogéne et enfin en dioxyde de carbone et en méthane (Figure 4).
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Macromolécules
polysaccharides, protéines, lipides, ...
hydrolyse |,
Monomeéres
monosaccharides, acides aminés, acides gras longue chaine, ...

acidogénese

A\ 4

Acides gras volatiles, alcools, ...
propionate, butyrate, valérate, éthanol, ...

v acletogenese . 3
[ Acétate | homoacétogénése H, + CO, ]
S~ L
méthanogeénese CH, + CO, méthanogénese

acétotrophe hydrogénotrophe

Figure 4 : Processus de la digestion anaérobie (Moletta 2008)

Toutes ces réactions sont catalysées par une biomasse microbienne anaérobie. Les trois
premieres étapes sont réalisées par des bactéries, tandis que la méthanogenése est réalisée par des
archées.

Lors de la digestion anaérobie, les formes de I’N et du P évoluent au cours des processus, la
digestion anaérobie conduit alors, outre la production de biogaz, a la minéralisation des nutriments.
En effet, lors de la dégradation de la matiére organique, une partie de I’N et du P contenus
notamment dans les protéines sont libérés sous forme de NH," et de PO,>. Malgré 1’évolution des
formes de ces composés, les quantités totales de N et P ne sont pas affectées par le procédé de

digestion anaérobie.

1.1.1. Azote

Moller et Miller (2012) ont référencé les formes et les équilibres de 1’azote dans un
méthaniseur (Figure 5). Les différentes réactions biologiques et physico-chimiques sont
interdépendantes et majoritairement fonction du pH. Aprés la minéralisation en NH,", I’azote peut
étre assimilé par la biomasse, précipiter sous forme de sels (carbonates, struvite, etc.) ou encore
passer dans la phase gazeuse (NH3). Comme il peut étre observé sur la figure suivante, I’azote peut
se retrouver dans la phase liquide ou bien sous forme particulaire.

En termes de bilan sur un digesteur, [’azote est principalement conservé dans la phase

liquide (soluble et en suspension), alors que moins d’un pourcent est volatilisé et sort du systéme
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avec le biogaz (Moller and Muller 2012). D’aprés la littérature, on retrouve dans le digestat environ
20 % de I’azote sous forme solide (sels précipités, biomasse, matiére organique particulaire peu
biodégradable) alors que la majorité de 1’azote est soluble, sous forme d’ammonium (ADEME
2011).

Input Digester
components: compartments:

head space,
g

Complex organic  _| degra- . ——
compounds dation fatty acids — CH, + CO, Gmmmmemmmmy
|
Raw proteins ~— Mingra;. (NH,) ,CO,4 i NH,, + OH" NH34,q + H:0
Zation
microbial o — NH, + ‘cﬁ’e NHj(aq + H,0
-7 i
pH —EE:' ----------------------------

T2 MgNH,PO, + 6 H,0 (=Struvite),
MgKPO, « 6 H,0, CoNH,PO, + 6

other elements (e.g.
(e e.g.Ca?*, &7 H,0, CoKPO, + 6 H,0, NiNH,PO,

sulfates, K*, minerali- ‘
phosphates, T zaton Mg®, K*, +6 H,0, NIKPO, + 6 H,0

micronutrients, etc.)

precipitation

Struvite, microbial biomass-N, NH,*-N, undegraded feedstock-N, etc.

....... > = influence

Figure 5 : Représentation des différents équilibres de I’azote dans le méthaniseur d’aprés Moller et Miiller
(2012)

1.1.2. Phosphore

Les différentes formes de phosphate, constituant I’essentiel du phosphore présent, sont en
équilibre dans le digestat, principalement sous contrdle du pH (Figure 6). Ces phosphates
s’associent avec certains cations tels Fe, Ca, Mg, etc. pour former des précipités ou encore des
cristaux plus complexes tels la struvite (MgNH4PO,) lorsque le pH atteint des valeurs plus élevées
(Capdevielle et al. 2013). La matiére organique présente a aussi un role important en s’associant
aux phosphates. Enfin, comme 1’azote, le phosphore est utilisé pour la croissance microbienne
(Méller and Miiller 2012).

Bien qu’en théorie le phosphore soit conservé dans le digestat, certains auteurs indiquent de
faibles pertes en P inférieures a 10 % (Schievano et al. 2011) sur des bilans sur le méthaniseur,
tandis que d’autres observent des pertes jusqu’a 36% (Marcato et al. 2008). La raison est
probablement la rétention et ’accumulation du phosphore sous forme solide dans le réacteur suite a

une précipitation (Moller and Miller 2012).
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Figure 6 : Représentation des différents équilibres du phosphore dans le méthaniseur d’aprés Moller et Miiller
(2012)

A Pinverse de 1’azote, le phosphore est principalement sous forme solide dans le digestat
brut. Par exemple, Zhang et al. (2012) ont observé sur des échantillons de 9 digestats d’origine
agricole une moyenne de 70% du phosphore sous forme solide, contre 30 % dans le liquide
interstitiel. Ces chiffres peuvent étre assez variables suivant les co-substrats et la gestion du
méthaniseur. Le pH ayant une forte influence sur les formes du phosphore, ces proportions peuvent
varier assez fortement. De plus, Paavola et al. (2008) ont montré que le P sous forme solide
augmentait au cours du stockage du digestat, réduisant de ce fait la quantité de phosphore soluble
disponible. Leur hypothése est que ce changement a été provoqué par un changement dans la

composition chimique des composés se liant au phosphore.

1.2. Mise en ceuvre des processus

Les différents types de procédé existant ont tous le méme objectif de favoriser le
développement et ’activité de la biomasse réalisant la digestion anaérobie afin de produire du

biogaz.
Les deux principaux types de méthanisation utilisés pour les déjections animales sont la

méthanisation par voie liquide et par voie séche. Ces deux types d’installations peuvent fonctionner

en systeme discontinu (batch) ou en systéme continu.
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De maniere générale, les différentes technologies peuvent étre classées en fonction de
plusieurs criteres, dont les principaux sont référencés dans le Tableau 1. Dans le contexte agricole,
le systéme le plus utilisé est la méthanisation en voie liquide en continu, méme si la méthanisation
par voie séche en batch est en cours de développement (Moletta 2008). La méthanisation en « voie
liquide » est préférée lorsque 1’effluent a une teneur en matiéres seches inférieur a 15 %, pour des
valeurs superieures, la « voie séche » est utilisée (Motte et al. 2013). Cependant, la teneur en MS
n’est pas le seul critére, le type de procédé dépend aussi de la rhéologie des substrats. Les réacteurs
de type «infiniment mélangés » (CSTR: continuous stirred tank reactor) sont ainsi les plus

couramment rencontrés en méthanisation agricole.

Tableau 1 : Classement des technologies des procédés selon plusieurs critéres d’aprés Weiland (2013).

Critéres Caractéristiques distinctives

R . e Fermentation par voie liquide
Teneur en matiéres séches dans le fermenteur

e Digestion par voie seche

e Discontinu
Type de chargement _
e Continu

. e Une étape
Nombre d’étapes du procédé ) )
e Deux étapes (plusieurs)

. o e Mésophile
Température du procedé )
e Thermophile

Une autre caractéristique importante des réacteurs de digestion anaérobie est la température.
On distingue les conditions thermophiles (50-55 °C), mésophiles (30-35 °C) et aussi psychrophiles
(5-20 °C) (Verstraete et al. 1996). En France, la plupart des digesteurs anaérobies utilisés dans le
cadre de traitement d’effluent d’élevage ou des eaux usées sont mésophiles, les conditions
psychrophiles étant principalement utilisées dans certains pays comme le Canada (Heduit 1987).

Dans la digestion en voie liquide, un brassage est nécessaire afin de permettre une bonne
accessibilité des microorganismes aux différents substrats. Les principaux types de brassage sont
des agitations mécaniques (agitateur axial, agitateur entrée latérale, agitateur submersible, agitateur
paddelgigant, agitateur a pales pour piston), des agitations par le biogaz produit ou un déplacement
du digestat par pulsation a travers des grilles perforées (Moletta 2008 ; Weiland 2013).

Par ailleurs, le temps de séjour hydrauliqgue (HRT) théorique varie pour ces installations

entre 10 et 35 jours (Burton and Turner 2003 ; Rousseau et al. 2008). Cependant, d’aprés Girault
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(2011), les HRT utilisés en pratique sont beaucoup plus long (entre 30 et 50 jours) et le digestat est

souvent envoyé vers un post-digesteur qui peut étre chauffé ou non.

1.3. Biogaz

Un des objectifs principaux de la digestion anaérobie est la production de biogaz afin de
produire de I’¢lectricité et de la chaleur par cogénération. L’alternative d’injecter le biogaz sur le
réseau se développe, mais la production d’électricité reste le choix le plus représenté (Girault et al.
2010).

Le parametre mesuré pour déterminer la quantité de biogaz maximum que peut produire un
substrat en condition anaérobie est le potentiel méthanogéne (Biochemical Methanogenic Potential,
BMP). La méthode consiste a suivre la production de biogaz (composition et quantité) d’un flacon
hermétique contenant un mélange substrat-inoculum éventuellement dilué avec une matrice plus ou
moins chargée en éléments nutritifs (ISO). Ce parametre est utilisé pour dimensionner la filiere de

valorisation du biogaz (cogénératrice, traitement du gaz).

Le biogaz est composé principalement de méthane et de dioxyde de carbone, mais comporte
aussi d’autres gaz minoritaires, résultants de la biodégradation de la matiére organique en milieu
anaérobie, tels que 1’azote moléculaire, I’H,S et I’ammoniac. Le biogaz issu d’installation de
méthanisation a une composition moyenne décrite dans le Tableau 2, avec un pourcentage

volumique de 55 a 70 % en méthane.

Tableau 2 : Composition moyenne du biogaz issu de digestion anaérobie a la ferme (Peu 2011).

Gaz CH, CO; N> H2S NH3 Autres gaz

%volumique 55-70% 30-45% 0-2% 100 - 20 000 ppm ~ 100 ppm traces

Afin d’étre utilisé, dans les deux cas, le biogaz doit respecter une certaine qualité. La teneur
en H,S par exemple est particulierement importante, puisqu’en se combinant avec de 1’eau, ce gaz
s’oxyde en acide sulfurique qui détériore génératrices et réseaux. La majorité des constructeurs de
d’équipement de valorisation du biogaz issu du secteur agricole garantissent leurs matériels pour
des teneurs maximales de 1 & 7 % de H,S dans le biogaz (Wellinger and Linberg 2000).

En sortie de combustion, les gaz d’échappement sont principalement composés de dioxyde
de carbone (Tableau 3). D’autres composés tels le monoxyde de carbone, le méthane, les oxydes

d’azote ou de dioxyde de soufre sont aussi présents, mais a 1’état de traces.
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Tableau 3 : Composition moyenne des gaz d’échappement suite a la cogénération de biogaz agricole (Edelmann
et al. 2001 ; Heck 2003).

Gaz CO; CcO CH, NOX SO,

%volumique  99.5-99.9%  5-20 ppm 1-10 ppm 2-16 ppm 0.1-5 ppm

1.4. Intrants

Du fait de leur dilution, la digestion anaérobie des déjections animales seules produit en
géneral de faibles quantités de biogaz par rapport aux volumes des ouvrages nécessaires a la mise
en ceuvre du procédé. C’est pourquoi il peut étre intéressant d’ajouter des co-substrats extérieurs
afin d’augmenter la production de biogaz, cela s’appelle la codigestion. Sur les territoires, ces co-
substrats ont donc des enjeux économiques, mais aussi législatifs, environnementaux et sociaux.
Leur origine est de plusieurs horizons tels des industries agro-alimentaires, des collectivités ou
encore des restaurateurs privés ou collectifs ainsi que des grandes ou moyennes surfaces de
distribution (ADEME 2006).

Ces différents co-substrats ont un impact direct sur le procédé en termes de production de
biogaz, car ils ont généralement un potentiel biométhanogene (BMP) plus éleve que les lisiers. La
Figure 7 représente les potentiels méthanogenes de quelques substrats montrant les différences de
BMP et donc leur intérét dans la méthanisation agricole. Néanmoins, certains co-substrats tels les
graisses, bien que trés énergétiques, sont a modérer pour éviter I’accumulation d’acides gras a

longues chaines qui peuvent inhiber la phase de méthanogenese (Girault 2011).
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Figure 7 : Potentiel méthanogéne de différents substrats (ADEME 2006)

La présence de co-substrats peut modifier de fagon significative la composition en
nutriments des digestats. L’azote est le plus souvent la préoccupation majeure, mais les autres
éléments deviennent aussi problématiques. La teneur en nutriments (N, P) est ainsi directement
fonction de I’influent et donc des co-substrats, qui peuvent aussi avoir un impact sur la couleur du
digestat. Par exemple, ’utilisation de substrats protéinés a ainsi tendance a augmenter le ratio N/P
du digestat, tandis que les boues biologiques de station d’épuration le réduisent (Girault et al. 2013).
Camarillo et al. (2013) ont fait un bilan élémentaire sur les substrats d’une unité de méthanisation
agricole pratiquant la codigestion avec du lisier, du fumier, du sorgho et des déchets alimentaires.
Dans cette étude, les fractions de 1’azote et du phosphore entrant provenant du lisier et du fumier
correspondent a 78 et 73 %. Les autres ions sont aussi impactés, par exemple le chlore et le
potassium sont apportés a hauteur de 33 et 43 % par le sorgho. Suivant les types de substrats

utilises, la composition en nutriments des digestats peut alors étre fortement modifiée.

2. La méthanisation au sein d’une filiére de traitement/valorisation

Les installations de méthanisation agricoles sont généralement constituées (Figure 8) d’un

systeme de stockage et de chargement des substrats, d’un digesteur réalisant la digestion anaérobie,
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d’une cuve de stockage du digestat et d’un dispositif d’épuration et d’utilisation du biogaz (Weiland

2013). Le stockage du biogaz est souvent réalisé dans I’espace de téte du digesteur.

Elevage

Post-traitement

(=

Co-substrats

Figure 8 : Schéma de ’insertion de la digestion anaérobie dans une filiére de gestion des effluents d’élevage.

Les digestats peuvent ensuite étre directement épandus ou séchés ou encore traités apres
séparation liquide-solide suivant la quantité d’effluents, la surface agricole utile et 1’azote épandable

(Figure 9). La phase solide des digestats peut, dans le cas d’une séparation de phase, étre épandue

Digestat

v v v
Séparation

mecanique de phase
|

Phase liquide Phase solide

* Epandage * Epandage
* Filtration « Séchage
membranaire » Compostage

« Strippage

directement, séchée ou encore compostée.

Séchage Epandage

» Traitement biologique
» Précipitation struvite
« Evaporation/
condensation

Figure 9 : Techniques de traitement du digestat (DETEC-OFEN 2009).
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Des traitements complémentaires de 1’azote et/ou du phosphore de la phase liquide peuvent

se revéler nécessaire sur certains territoires pratiquant 1’élevage intensif (Tableau 4). Ces nutriments

peuvent étre épurés a 1’aide de technologies telles la filtration membranaire, le stripping, le

traitement biologique, la précipitation sous forme de struvite ou encore 1’évaporation-condensation

(DETEC-OFEN 2009). Ces procédés sont tous basés sur la concentration des nutriments dans le but

d’étre exporté vers d’autres territoires a moindre cott, excepté le traitement biologique qui

transforme une partie de I’azote en No.

Tableau 4 : Post-traitements envisageables de la phase liquide des digestats (Burton and Turner 2003; DETEC-

OFEN 2009 ).

avantages

inconvénients

Filtration
membranaire
(ultrafiltration, osmose
inverse)

Strippage

Traitement biologique
(NDN, shunt des
nitrates et anammox)

Précipitation sous
forme de struvite

- concentration

- filtrat utilisables comme eau
utilitaire (osmose inverse) ou pour
I'irrigation

- réduction des volumes

- stérilité des produits

- séparation physique slre

- réduction des émissions
d'ammoniac

- possibilité de produire un
fertilisant solide

- haut rendement de
séparation/concentration de I'azote
ammoniacal

- également élimination
- production d'un effluent peu
chargé en polluants

- production d'un fertilisant
contenant des phosphates
- procédé facile et fiable
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- codts d'investissement

- besoin de produits chimique
(nettoyage des membranes)

- membranes sensibles au
colmatage

- prétraitement nécessaire (MS max
3 %)

- surveillance

- cots d'entretien et d'électricité
- risque de concentration des
polluants dans les concentrés

- consommation d'énergie

- utilisation de produits chimiques
- colts d'investissement et
d'entretien élevés

- risque de blocage du garnissage et
de formation de mousse

- ne traite que NH;"

- production de boues d'épuration

- pas de conservation d'azote

- seulement élimination partielle de
I'azote

- consommation importante
d'énergie (aération)

- contréle du moussage

- émissions de N,O et NH3

- production de grandes quantités de
précipités

- surveillance

- le marché du produit fini doit
exister (demande d'engrais N:P a
1:1 faible)

- consommation de produits
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chimiques élevée

- technologie standard

- production d'un fertilisant
concentré

- possibilité d'utiliser la chaleur
excédentaire de la cogénération

Evaporation/
condensation

- besoin important en chaleur
- risque de production de mousse

Chacun de ces procédés présente un certain nombre d’avantages, mais présente aussi pour la
plupart une consommation d’énergie ou de produits chimique importante. D’autres procédés moins
consommateurs et/ou qui seraient potentiellement plus simple a 1’exploitation sont en cours de
développement. Parmi eux, la culture de microalgues permet de récupérer et de valoriser ces

nutriments.

La digestion anaérobie minéralise les nutriments de la matiere organique les rendant ainsi
plus accessibles a la biomasse algale. La forme sous laquelle se trouvent les nutriments dans le
digestat est trés importante dans le cadre d’une épuration avec des microalgues car celles-ci vont
étre capables de n’accéder qu’a leur forme soluble. Le digestat doit étre préalablement séparé afin
de ne pas avoir de particules en suspension qui limitent la croissance en absorbant de la lumiére.
Comme démontré précédemment, sur du digestat d’effluent d’élevage 1’azote se retrouve
principalement dans la phase liquide tandis que le phosphore se retrouve majoritairement dans la
phase solide. Suite a une séparation, les nutriments alors contenus dans la phase solide ne sont plus
disponibles pour la croissance algale. Dans le cas de I’utilisation du surnageant pour la culture de
microalgues, il est alors possible de traiter jusqu’a 80 % de 1’azote entrant en méthanisation. Dans
cette méme optique, il serait alors possible de ne traiter que ces 30 % du phosphore disponibles en
phase liquide, alors que la majorité est retirée a la séparation liquide-solide.

En outre, le biogaz est co-généré sur site produisant des gaz d’échappement composés
principalement de dioxyde de carbone, élément nécessaire au développement de la biomasse. Cette

synergie pourrait permettre de concentrer les nutriments sans ajout de carbone inorganigque exogene.
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Ce sous-chapitre présente les principales généralités concernant les microalgues. Une
définition est proposée, et la croissance et le métabolisme de ces microorganismes
photosynthétiques ainsi que leur steechiométrie sont présentés. De plus, les digestats étant par
définition des milieux eutrophisés, un regard a eté porté sur les especes capables de se développer

sur de tels milieux.

Sous-chapitre 1. 2. Généralité biologiques sur les microalgues

Dans le procédé envisagé, les microalgues sont au cceur des processus. Ainsi, il est

important de bien connaitre et comprendre leurs caractéristiques et leur mode de fonctionnement.

1. Définition

Les algues sont composées de 11 groupes, classés selon des considérations morphologiques
et biochimiques (de Reviers 2002) : 10 groupes d’algues eucaryotes et 1 groupe de
microorganismes procaryotes (cyanobactéries). Cet ensemble peut étre morphologiquement séparé
en macroalgues et en microalgues.

Le terme de microalgues est un terme générique, car il peut étre utilisé pour désigner les
algues microscopiques au sens strict ainsi que les cyanobactéries. Les microalgues étant
polyphylétiques, elles ne peuvent donc pas étre considérées comme un taxon. La classification a été
remaniée depuis les années 1990 a I’aide de la biologie moléculaire et permet désormais de
réarranger les organismes (voir Figure 10) selon leur histoire évolutive (Godet 2008).

Le génome des microalgues serait le résultat de transferts de genes qui se sont produits, a
chaque endosymbiose, entre les génomes nucléaires, chloroplastiques et mitochondriaux des hotes
et des endosymbiotes (Hackett et al. 2004; Li et al. 2006). Selon les groupes, les microalgues

seraient issues de 1 a 3 phénomenes successifs d’endosymbioses.
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Figure 10 : Arbre phylogénétique simplifié d’aprés Sada

va et al. (2011). Les ensembles contenants tout ou partie

des algues sont surlignés en jaune, les cyanobactéries en vert.

Globalement, les microalgues peuvent étre définies comme 1’ensemble des individus

microscopiques, Eucaryotes (excluant les cyanobactéries), le plus souvent photosynthétiques et

possédant de la chlorophylle a, et dont le cycle de vie se déroule en milieu humide (de Reviers

2002).

Par la suite, lorsque sera utilisé le terme «

algue », il fera référence aux microalgues sans y

inclure les cyanobactéries. Ce travail est focalisé sur les microalgues d’eau douce, les microalgues

marines ne sont donc pas abordées.

2. Croissance

La croissance algale peut étre schematisée en 6 étapes, comme sur la Figure 11. Ces

différentes phases ne sont pas toujours claireme

nt distinguées et peuvent durer plus ou moins

longtemps ainsi qu’avoir des pentes différentes (Becker 1994). La phase 1 représente la phase

d’adaptation des microorganismes au nouveau milieu, elle est aussi appelée phase de latence. Les

phases 2 et 3 représentent respectivement la croissance apres adaptation, ou phase d’accélération de

la croissance, et la phase de croissance exponentielle, sans limite de nutriments ni de lumiere.
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Figure 11 : Phases de croissance des cultures algales en batch (Becker 1994).

Le taux de croissance spécifique, appelé W, correspond a la phase de croissance
exponentielle (3 sur la Figure 11). Les phases 4 et 5 correspondent a une croissance limitée et une
stagnation de la croissance venant du self-shading, de la concentration en nutriments qui commence
a étre limitante et/ou de ’accumulation d’éléments toxiques. Enfin dans la derniére phase (6), les
cellules algales commencent a mourir, libérant des substances organiques, souvent inhibitrices de la
croissance. Cette phase est atteinte a cause de conditions environnementales défavorables, d’un age
de la culture trop avancé et limité en substrat et lumiere ou encore a cause de la contamination par

d’autres microorganismes.

3. Métabolisme
3.1. Mode de nutrition

Les microalgues sont presque toutes capables de se développer en autotrophie, c'est-a-dire
en utilisant le carbone inorganique comme source de carbone et la lumieére comme source d’énergie.
Cependant beaucoup d’algues sont aussi capables d’assimiler de la matiére organique en tant que
source de carbone et d’énergie. On appelle ce mode de nutrition, 1’hétérotrophie. Toutes les espéces
ne sont pas hétérotrophes ou mixotrophes (ce qui signifie étre capable d’utiliser un mélange des
différentes sources d’énergie et de carbone).

La mixotrophie peut étre de deux types : soit toutes les algues appartenant a une espéce peut
se développer a la fois en autotrophie et en hétérotrophie, soit une partie se développe en
autotrophie et 1’autre en hétérotrophie. Les algues vertes appartenant a I’embranchement des
Chlorophytes (dont Scenedesmus et Chlorella), que 1’on retrouve sur les effluents d’élevage (voir

5.1), sont notamment capables d’utiliser ces deux modes de nutrition.
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D’apres Kong et al. (2011), les rendements de croissance et de productivité sont supérieurs
en mixotrophie, puis en hétérotrophie et enfin en autotrophie. Chojnacka et Noworyta (2004)
ajoutent que la mixotrophie réduit le phénomene de photoinhibition (inhibition de la croissance a
cause d’une surexposition lumineuse). De plus, les cultures mixotrophes nécessitent moins de

lumiere pour la croissance et ont une plus forte activité métabolique.

Dans cette étude qui a pour objectif 1I’épuration du digestat, il a été choisi de favoriser
principalement le mode autotrophe pour 2 raisons :

» la consommation d’une partie du dioxyde de carbone émis par la cogénération (afin
d’amoindrir I’impact du procédé en diminuant 1’indice carbone)

» le carbone organique restant a la suite de la digestion anaérobie est en trop faible quantité
pour un fonctionnement hétérotrophe ou majoritairement mixotrophe. Ce carbone résiduel
est en outre difficilement biodégradable.

Il n’est néanmoins pas exclu qu’une partie de la population étudiée ait un comportement
mixotrophe, utilisant d’éventuels restes de carbone organique accessibles.
L’autotrophie chez les algues se manifeste par la photoautotrophie, utilisant ainsi la

photosynthése.

3.2. Photosynthese

La photosynthése est I’ensemble des processus biologiques permettant d’utiliser 1’énergie
lumineuse pour convertir le dioxyde de carbone en molécules organiques (glucides). La photolyse
de I’eau fournit I’énergie chimique nécessaire a la photosynthése dégageant comme Sous-produit
I’oxygene. La formule générale de la photosyntheése est la suivante :

6 CO;, + 12 H,0 + lumiére — CgH1,06 + 6 O, + 6 H,0

Les réactions se décomposent en deux phases : la phase claire (ou lumineuse) et la phase
sombre (ou obscure).

La phase claire se déroule en présence de lumiere car c’est la source d’énergie. Elle implique
les réactions photochimiques qui vont permettre de synthétiser 1’adénosine triphosphate (ATP) et le
nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) dans les photosystemes Il et |
respectivement, I’accepteur final d’électrons étant le NADP pour les algues autotrophes.

12 H,0 + lumiére — 6 O, + énergie chimique (24 H)
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Les photosystémes (PS) sont le coeur du captage d’énergie de la photosynthése, ils sont
composés de protéines et de pigments dont la chlorophylle. Les PS | et Il sont situés dans les
membranes thylakoidales des cyanobactéries et dans les chloroplastes pour les cellules végétales.
Le PS II utilise 1’énergie des photons de longueurs d’onde optimum égale & 680 nm qui permet de
libérer un électron énergétique vers 1’accepteur primaire (ATP). De la méme maniére, le PS | utilise

les photons de longueur d’onde maximale égale a 700 nm pour synthétiser le NADPH (Miles 2003).

NADPY + HY

LGN Chaine de
primaire

d'électrons

MNADPH +H*

Production
dATP
N
120, 2H %‘

Figure 12 : Photosysteme I et 11 et production d'ATP et de NADPH (Boseret)

H,O

La phase sombre consiste en [I’utilisation de I’énergie chimique et du potentiel
d’oxydoréduction générés en phase claire (ATP et NADPH) pour transformer le dioxyde de carbone
en glucides via le cycle de Calvin.

6 CO,, + énergie chimique (24 H) — C¢H1,06 + 6 H,O

Le schéma suivant présente les phases claires et sombres de la photosynthéese (Figure 13).
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Figure 13 : Schéma des réactions de la photosynthése. Relation entre les réactions photochimiques et le cycle de
Calvin (Ray et al. 2006)

4. Stoechiométrie

Hillebrand et al. (1999) ont observé des changements de la stoechiométrie algale sur un
ensemble de microalgues benthique en réponse a différents ratios C:N et N:P. Ils ont cependant pu
établir que le ratio C:N:P de ces microalgues est de 119:17:1 pour un milieu équilibré en azote et en
phosphore. Ce ratio est Iégerement plus élevé que le ratio de Redfield (1958) de 106:16:1, qui est
considéré comme optimal pour la croissance de phytoplancton, mais reste comparable.

Fulton (2009) a mis en relation le ratio N:P dans le milieu avec le contenu des cellules
microalgales. En effet, la steechiométrie des cellules est, selon cet auteur, flexible car le ratio N:P
des cellules est directement proportionnel au ratio N:P du milieu sur une gamme d’environ 3 a 60 g
N.g P (voir Figure 14). Des observations similaires ont été faites par Wu et Pond (1981), basées
sur la teneur en protéine sur différents digestats agricoles. Cette proportionnalité ne semble
cependant valable que pour des cultures avec une concentration en nutriments stable.
L’accumulation de polyphosphates en cas de stress est discutée en 1.4.2 (p 57).

D’autres auteurs précisent que le ratio N : P n’a pas d’effet sur la croissance, tant que le

milieu n’est pas trop carencé (Pouliot et al. 1986).
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Figure 14 : Graphique représentant les ratios molaires et atomiques N:P dans les cellules algales par rapport a
ces mémes ratios dans le milieu de culture (Fulton 2009)

5. Algues rencontrées en milieu eutrophe

Un milieu eutrophe est défini par la surabondance d’éléments nutritifs menant a un
développement bactérien et végétal entrainant une désoxygénation de I’eau. Dans le milieu naturel,
I’eutrophisation conduit & un développement accru d’algues. Les effluents d’¢élevage sont par

définition des milieux trés fortement eutrophisés qui peuvent permettre un développement algal.

5.1. Milieux naturels eutrophisés

Il existe de nombreuses espéces de microalgues, mais seule une partie est capable de se
développer sur un milieu eutrophisé. Le Tableau 5 présente les différents groupes d’algues dont

certaines espéces sont capables de se développer sur un tel milieu. La majorité de ces especes

appartient aux algues vertes.

Tableau 5 : Microalgues rencontrées sur milieux eutrophisés (Dabbadie 1992)

Groupe Genres Nom commun
Chlorococcales Chlorella Algues vertes
Scenedesmus
Autres
Volvocales Algues vertes
Diatomées Algues brunes
Cyanobactéries Algues bleues
Euglénophycées Euglénes
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Les lisiers et digestats de lisier étant des milieux fortement eutrophisés par définition, une

partie des espéces ci-dessus sera capable d’y survivre et d’y croitre.

5.2. Lisier/digestat

Sur des lisiers ou digestats agricoles, on peut retrouver plusieurs espéces, dont la présence
va dépendre de plusieurs parametres tels que la concentration en azote et en DCO, la température,
etc. (voir 0). Le Tableau 6 présente quelques microalgues se développant sur du lisier de porc ou du
digestat de lisier (issu de digestion anaérobie). Dans ce cadre, les microalgues les plus observées

sont Chlorella et Scenedesmus.

Tableau 6 : Espéces de microalgues observées sur lisier et digestat de lisier

Auteur Substrat Especes

Dabbadie (1994) Lisier de porc Scenedesmus, Chlamydomonas,
Cryptomonas, diatomées

De Godos et al. (2009) Lisier de porc Chlamydomonas, Microspora, Chlorella,

Nitzschia, Achnanthes, Protoderma,
Selenastrum, Oocystis, Ankistrodesmus,

Fallowfield and Garett Lisier de porc Chlorella, Nitzschia, Scenedesmus

(1985)

Groeneweg et al. (1980)

Sevrin-Reyssac et al. Lisier de porc Scenedesmus, Chlorella

(1996)

Molinuevo-Salces et al. Digestat de lisier de  Oocystis, Scenedesmus

(2010) porc

Chen et al.(2012) Digestat de lisier de  Scenedesmus, Synechocystis, Chlorella,
vache Pseudanabaena, Limnothrix,

Phormidium

Les espéces de microalgues présentes sur les lisiers et digestats de lisier sont naturellement
sélectionnées en fonction des conditions de culture. Par exemple, une forte concentration en azote

va inhiber en partie voire totalement la majeure partie de ces especes.

Les microalgues sont des microorganismes complexes, dont le terme regroupe beaucoup
d’especes. Celles qui peuvent étre retrouvées sur des effluents d’élevage sont cependant moins
nombreuses. Ces effluents contenant de la matiére organique résiduelle peut permettre 1’utilisation
de plusieurs métabolismes pour les microalgues, ce qui peut complexifier la compréhension des

phénoménes. En outre, la composition en nutriments, notamment N et P, semble variable.
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Dans le cadre de 1’épuration, il est capital de s’intéresser aux différents facteurs affectant la

croissance des algues et leur composition, ainsi que les rendements d’épuration des nutriments.
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Ce sous-chapitre présente les différents paramétres liés a la mise en ceuvre d’une culture
algale. Ces parameétres sont différenciés en fonction des microalgues (facteurs biotiques et
abiotiques) et sur des considérations de génie des procédés de maniere générale. Un regard sur les

installations en fonctionnement a grande échelle est enfin apporté.

Sous-chapitre 1. 3. Mise en ceuvre de cultures de microalgues

Comme pour tous les microorganismes, la culture des microalgues est régie par un certain
nombre de parameétres. lls peuvent étre globalement répartis en trois catégories : les facteurs

abiotiques qui peuvent étre controlés, les facteurs biotiques et les parameétres du génie des procédés.

1. Facteurs abiotiques :

1.1. Source de carbone

Un des parametres clés pour les autotrophes est le dioxyde de carbone. En effet, ce dernier
est la source de carbone inorganique dont elles ont besoin pour se multiplier. Ce carbone n’est pas
suffisant par simple diffusion depuis I’air ambiant, car sa concentration naturelle de 0,04% v:v est
trop faible pour favoriser une forte croissance et une forte productivité. Les cultures d’eau douce
doivent donc étre dopées pour assurer une croissance suffisante. Une forte agitation des cultures,
bien que suffisante pour dissoudre le dioxyde de carbone, est souvent substituée par une injection
d’air enrichi en CO,, de CO, pur ou de bicarbonates (Becker 1994).

Or la méthanisation couplée a la cogénération produit du CO,, via les gaz de combustion.
C’est pourquoi il peut étre intéressant de coupler ces procédés et d’injecter les gaz dans les bassins
d’algues. Doucha et al. (2005) n’ont pas montré de différence de croissance des microalgues
(Chlorella) entre une injection de dioxyde de carbone pur ou de gaz de combustion. Kastanek et al.
(2010) complétent qu’il n’y a pas d’accumulation de composés nuisibles (Cd, Pb, Hg,
benzo[a]pyren, HAP) provenant des gaz issus de la cogénération détectée dans la biomasse. En
termes d’épuration, 1’élimination du carbone, de 1’azote et du phosphore n’est pas affectée par les

gaz de combustion (de Godos et al. 2010).

On estime (selon les formules théoriques) que le besoin en carbone inorganique est

d’environ 1,9 kgCO,/kg algue. Dans le cas d’une injection de gaz, il faut prendre en compte le
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transfert gaz/liquide et les pertes secondaires en culture (Doucha et al. 2005). La Figure 15
schématise les pertes et le pourcentage de CO; reellement transmis aux microalgues dans un cas
d’injection de gaz de combustion a 8% v:v en fed batch en extérieur. Ce cas particulier montre que

moins de 40 % du CO, est transmis aux algues.

N A

CO, loss CO, secondar)f loss
during from suspension
saturation 103 %
51 %
/
— (Doucha, 2005)
)
CO; supplied o J )
100 % ]
| iy steered €O, utilized
| 2% / by algal cells
‘ g 38.7%

Figure 15 : Utilisation et pertes du dioxyde de carbone fourni aux microalgues (Doucha et al. 2005)

Il faut toutefois faire attention a ne pas injecter du dioxyde de carbone en exces, car une trop
forte concentration peut inhiber les algues (Soletto et al. 2008). La littérature rapporte des optimums
tres variables entre 5 et 100 % de CO, dans le gaz (Olaizola 2003; Tang et al. 2011 ). Cependant, la
concentration du gaz seule est insuffisante pour représenter la quantité biodisponible et nécessite
d’étre couplée avec le débit et le volume de réacteur. Selon Van Den Hende et al. (2012) la
concentration en carbone inorganique dissous est plus caractéristigque.

De plus, cette inhibition est liée a la lumiere fournie ; si le flux de photon est insuffisant, un
ajout excédentaire de CO, sera plus délétere que si I’on soumet les algues a un fort flux de photon.
Cependant, ces observations sont a pondérer en fonction de I’espéce cultivée. Par exemple,
Scenedesmus est capable de supporter de plus fortes concentrations en carbone inorganique que
Chlorella (Hanagata et al. 1992).

En outre, en termes de procédés, il semble préférable d’injecter le CO, de facon
intermittente pour avoir une meilleure croissance des algues (Chiu et al. 2011). Dans le procédé
envisagé, I’épuration d’une partie des gaz de combustion est un atout, car elle permet de réduire les

émissions de CO, du systéme.

Dans la littérature, on trouve une gamme d’élimination du carbone inorganique s’étendant
de 0,10 a 96,8% (Annexe 1). Ces chiffres sont fortement dépendants de la productivité algale
obtenue dans chaque étude mais aussi de la méthode d’injection. Deux parameétres qui ressortent

dans 1’étude bibliographique sont la charge en gaz (vvm) et la concentration du gaz en CO,. Un
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autre critere a prendre en compte est le transfert gaz-liquide qui dépend du dispositif d’injection de

gaz.

quantité de C consommée

0.00

0.00 020 040 0.60

quantité de biomasse générée (g.L-Lj7)

Figure 16 : Production de biomasse algale en fonction de la consommation de carbone inorganique a partir de
données issues de la littérature (Kurano et al. 1995 ; Yun et al. 1997; Wang et al. 2008 ; Ryu et al. 2009 ; Tang et
al. 2011 ; Van Den Hende et al. 2011).

La Figure 16 représente les productivités en fonction de 1’élimination du carbone de six
sources différentes de la littérature, regroupant 29 données (Kurano et al. 1995 ; Yun et al. 1997;
Wang et al. 2008 ; Ryu et al. 2009 ; Tang et al. 2011 ; Van Den Hende et al. 2011). On peut
observer une proportionnalité entre ces deux parametres, bien que les souches, dispositifs
expérimentaux et méthodes soient différents. Ainsi, de maniére assez constante, 2.2 g de biomasse
seraient produits par g de carbone consommé soit 47 % de C dans la biomasse, ce qui est proche des
49% établis par Watson et al. (2011).

Pour établir cette courbe, les résultats de certaines études ont été écartés de la bibliographie
(Chiu et al. 2008 ; Francisco et al. 2010 ; Sydney et al. 2010). En effet, les données portent a croire
que la totalité du carbone retiré du gaz n’a pas été intégré dans la biomasse. Par exemple, les
résultats de Jacob-Lopez et al. (2010) indiqueraient que la biomasse comporte 5,6% de carbone au
lieu des 50% mesurés par analyse élémentaire. Les auteurs présument 1’existence de routes
paralléeles d’utilisation du carbone, sous forme de composés organiques volatils et de biopolymeres

notamment.

Les études convergent vers la conclusion qu’il existe une quantité de CO, optimale a fournir,
au-dela de laquelle augmenter la quantité de carbone fourni a un impact néfaste sur le taux de
croissance de la culture (Silva and Pirt 1984; Sung et al. 1999; Chang and Yang 2003; Hu and Gaol
2003; de Morais and Costa 2007; Chiu et al. 2009). La valeur optimale est cependant tres différente

d’une étude a Iautre, les conditions opératoires étant variables.
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1.2. Besoins énergétiques

En tant qu’organismes photo-autotrophes, la source d’énergic des microalgues est la
lumiere. Les photons sont captés par la chlorophylle lors de la photosynthese. Or la pénétration de
la lumiére bien qu’importante est souvent limitée dans les dispositifs de culture. Les paramétres de
dimensionnement impliqués sont la forme et la hauteur/épaisseur des bioréacteurs. Les dispositifs
les plus rencontrés pour faire pousser des algues sont les photobioréacteurs (PBR) verticaux en
plastique, les réacteurs tubulaires verticaux et les lagunages a haut rendement (HRAP : high rate
algal pond). Ces derniers sont les plus adaptés dans le cas d’une épuration de digestat agricole car
ils sont plus économiquement viables pour produire des engrais et facilement adaptables sur une
ferme. Les profondeurs les plus rencontrées dans les HRAP vont de 15 a 45 cm avec une
prépondérance des valeurs inférieures a 30 cm.

Pour un influent tel que le lisier, Rusten et Ashish (2011) préconisent la dilution pour
augmenter le pourcentage de transmittance (fraction de la lumiére incidente qui passe a travers
I’échantillon). En effet, ces effluents présentent une forte coloration qui réduit le passage de la
lumiére. Sur la Figure 17, on peut voir I’influence de la coloration due aux microalgues et celle due
au lisier (Fallowfield and Garrett 1985). En une dizaine de centimetres, le flux de photons est divise
par 3 dans le cas du lisier traité dilué seul et il approche 0 quand les microalgues sont présentes.
Bien sOr cette importance relative va dépendre du lisier (ou digestat) initial mais aussi de la dilution
et des conditions de croissance des algues. On remarque que, dans ce cas, la coloration initiale est
plus impactante que I’absorption due aux algues.

Il'y a toutefois peu de référence sur la couleur et la variabilité de cette couleur en fonction

des différents lisiers et encore moins aprés méthanisation.
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Figure 17 : Atténuation de la lumiére en fonction de la profondeur dans un réacteur contenant de I’eau distillée
O, la phase liquide d’un lisier dilué 1 :9 O et la phase liquide d’un lisier dilué avec des cellules de Chlorella a une
concentration de 2,5.10° mL™ @ . Les pointillés indiquent une irradiance équivalente ou inférieure au point de
compensation pour Chlorella vulgaris (5 W /m?).(Fallowfield and Garrett 1985)

Le rendement énergétique des organismes réalisant la photosynthése est appelé efficacité
photosynthétique (PE). Elle représente la quantité de biomasse produite par mole de photons. Cette
efficacité augmente lorsque la lumiere est limitante, la productivité peut néanmoins étre affectée
négativement a cause des zones n’ayant pas acces a la lumiere (Eriksen 2008). Carlozzi et al. (2006)
indiquent qu’en cultures extérieures, les plus fortes efficacités photosynthétiques sont observées le
matin et le soir, quand la lumiere est plus faible.

1.3. Température

Globalement, la température de développement optimum des microalgues se trouve entre 25
et 35°C. Néanmoins, cela est variable d’une espéce a 1’autre. Ainsi, Chlorella est une espéce
eurythermique (de Pauw et al. 1980), qui supporte une grande gamme de température. Par
conséquent, elle va mieux supporter les changements de température entre 1’été et ’hiver. C’est
principalement a cause de ces optimums que Canovas et al. (1996) ont observé des changements
d’espéces en extérieur entre 1’hiver et le printemps sur des HRAP.

Plusieurs auteurs ont remarqué que la température suboptimale est le principal facteur qui
réduit la croissance en hiver et non pas 1’exposition lumineuse (Dabbadie 1994; Cuaresma Franco et
al. 2011). Cela est peut-étre di au fait que la photoinhibition est plus forte a faible température qu’a
la température optimale (Jensen and Knutsen 1993). On peut donc envisager de réduire la

photoinhibition en augmentant la température (Markou and Georgakakis 2011). Dans le cadre du
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procédé envisagé, la cogénération fournit de la chaleur en plus de 1’¢lectricité. Elle pourrait étre
réutilisée afin de chauffer une partie de bassin ou encore 1’affluent.

A linverse, au-dela d’environ 35°C, la température devient trop élevée pour le
développement de la plupart des microalgues et réduit voir stoppe la croissance de la majorité
d’entre elles (Sandnes et al. 2005).

1.4. Besoin en nutriments
1.4.1. Azote

Les microalgues assimilent 1’azote dans le but de synthétiser des protéines, aminoacides et
acides nucléiques (Bougaran et al. 2010). Les besoins en azote peuvent étre calculés a partir de la
formule générale des microalgues. A partir de la formule de Watson et al. (2011), I’azote nécessaire
serait d’environ 93 gN/kg algue. Dans une étude de Rusten et al. (2011), I’analyse de la biomasse
montre une teneur de 91 gN/kg algue au maximum et 81 gN/kg algue en moyenne sur 12 jours.
Malgré le manque de données, ces comparaisons montrent une assez bonne évaluation de la
formule générale.

Les microalgues sont capables d’assimiler les ions ammonium (NH4") et I’ammoniac (NH3)
et un certain nombre d’entre elles est capable d’assimiler les nitrates (NOgz’), les nitrites (NOy),
I’'urée (CO(NH>),) et le monoxyde d’azote (NO). Xin et al. (2010) ont montré que les microalgues
se développent plus vite avec des ions ammonium qu’avec des nitrates ou de I'urée, si le pH est
bien géré (voir 3.2). Les cyanobactéries, capables d’assimiler 1’azote atmosphérique, utilisent
préférentiellement NH4" et NOs™ (Markou and Georgakakis 2011).

En outre, Perez-Garcia et al. (2010) ont montré que les rendements cellulaires par rapport a

I’azote sont meilleurs en hétérotrophie qu’en autotrophie.

1.4.2. Phosphore

La forme du phosphore qui est utilisée par les microalgues est la forme orthophosphate :
PO,>. Le phosphore est utilisé dans des constituants essentiels de la cellule tels les acides
nucléiques (ARN et ADN) la membrane phospholipidique et I’ATP (Geider and La Roche 2002). Il
ne semble pas possible d’évaluer la quantité de phosphore absorbée a partir de la méme formule
génerale que pour 1’azote car le stock cellulaire de phosphore est variable en fonction des conditions
expérimentales. En effet, les microalgues sont capables d’assimiler du phosphate pour plusieurs

usages. La croissance algale incorpore le phosphore dans les constituants tels les phospholipides, les
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nucléotides et les acides nucléiques, mais les algues sont aussi capables de stocker du phosphore
dans la biomasse sous forme de polyphosphates, ce phénomene est appelé « luxury uptake »
(Powell et al. 2008; Chu et al. 2013). Ces polyphosphates sont présents sous deux fractions : les
polyphosphates solubles dans 1’acide (ASP) et les polyphosphates insolubles dans ’acide (AISP).
Cette premiere forme est utilisée par le métabolisme, tandis que la seconde correspond au stockage
utilisé lorsque les phosphates deviennent limitants. Néanmoins les ASP peuvent aussi servir de
stockage de phosphore a court terme (Powell et al. 2009). La Figure 18 est un diagramme
représentant les pools de phosphore dans les microalgues. Ces auteurs ont montré que la
concentration en phosphates ainsi que la température ont un impact sur 1’accumulation de plusieurs
fractions phosphoreées : constituants, ASP et AISP. De plus, d’autres auteurs montrent que le taux
d’absorption des phosphates est plus faible dans les environnements sombres qu’éclairés car
I’utilisation des phosphates nécessite de 1’énergie (Falkner et al. 1980; Rigby et al. 1980). Ces
remarques rejoignent les observations de Powell et al. (2009) qui avancent que I’intensité lumineuse
influence 1’accumulation d’ASP, c'est-a-dire du stockage a court terme pour le métabolisme. De
plus, Falkner et al. (1980) et Rigby et al. (1980) ont remarqué qu’un manque d’ions tels que K* ou
Mg®* diminue le taux d’absorption des phosphates.

Chu et al. (2013) ont montré que pour C. vulgaris en carence d’azote, le taux d’absorption
du phosphore est 3,8 fois plus rapide que lorsque I’azote est non limitant et ce sans limiter la
croissance algale. A I’inverse, une plus faible quantité de phosphore disponible pour I’ATP et le
NADP a une importance majeure dans les processus énergétiques (Klausmeier et al. 2007).
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Figure 18 : Diagramme récapitulatif des pools de phosphore des microalgues de lagunes de stabilisation de
déchets (Powell et al. 2009).

Ce stockage du phosphore a été observé dans des lagunes de stabilisation des déchets et est
donc un phénomene qui pourrait étre appliqué a 1’épuration. On retrouve un mécanisme proche dans
les stations d’épuration a boues activées utilisant la déphosphatation biologique. Certains
microorganismes sont ainsi capables de sur-accumuler le phosphore sous forme de polyphosphates
dans certaines conditions.

Afin d’¢liminer de fortes quantités de phosphore, il faut a la fois une forte croissance des
microalgues et une grosse quantité de polyphosphates stockes par cellule. Powell et al. (2011) ont
observé séparément ces conditions, mais elles ne semblent pas apparaitre naturellement de facon
simultanée car les stocks de phosphore sont consommés lors d’une forte croissance menant a une

concentration élevée en algue avec une concentration intracellulaire plus faible.

1.4.3. Métaux

Comme tous les microorganismes, les algues ont besoin de métaux pour se développer. On
peut citer par exemple des macronutriments tels: Mg, K, etc. ou encore des micronutriments
comme Mo, Co, Cd, B, etc.

Le magnésium est un élément tres important pour les algues car cet ion métallique fait partie
du complexe de la chlorophylle qui est un pigment photosynthétique majeur chez beaucoup

d’espéces. De plus, il est aussi présent dans les cofacteurs enzymatiques, molécules liées a une
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enzyme participant aux transformations biochimiques. D’aprés Park et al. (2010), ce métal peut
méme devenir limitant dans un procédé en continu car il est tres consommé. 1l est reporté que Mg
est limitant pour une croissance dans du digestat de lisier de porc (Bjornsson et al. 2013). Cette
remarque est néanmoins & modérer car des intrants de méthanisation riches en magnésium, dans le
cadre d’une codigestion, ou une gestion de la ferme différente, avec une utilisation de plus d’eau qui
contient du Mg, peuvent corriger ce déséquilibre.

Le potassium est nécessaire pour toutes les microalgues, tandis que le sodium est nécessaire

pour les cyanobactéries (e.g. Spirulina) et d’autres algues, mais pas pour toutes (Becker 1994).

1.5. Toxicité

Plusieurs composés ont été reportés dans la littérature comme toxiques pour les microalgues.
Un des plus notables est I’ammoniac, Pouliot et al. (1986) estiment son seuil de toxicité a environ
45 mg/L. Azov and Goldman (1982) I’estiment quant & eux & environ 20 mg/L. Il peut étre géré en
controlant le pH et la quantité d’azote introduite.

Le cuivre connu pour ses propriétés antibactériennes est soupgonné par Pouliot et al. (1986)
d’avoir un effet toxique pour les algues. Il a été mis en évidence que cette toxicité, ainsi que celle
du plomb, doivent étre mises en relation avec la densité cellulaire. Debelius et al. (2009) proposent
de D’expliciter sous forme de «quota cellulaire toxique », qui correspond au ratio de la
concentration en toxique sur la concentration en cellules algales. Dans le cadre du traitement des
digestats, il faut néanmoins se poser la question de la biodisponibilité du cuivre quant a son effet
toxique.

Traviesco et al. (2006) ont trouvé une inhibition de la croissance par la matiére organique
pour une concentration en DCO initiale de 1100 mgO,/L. La dilution peut donc étre adaptée pour
éviter de se retrouver dans ce cas. Il semble en outre plus favorable de développer une culture
d’algues sur du digestat que sur du lisier non méthanisé, a cause de la plus faible teneur en matiére

organique.

2. Facteurs biotiques

2.1. Bactéries

Plusieurs etudes réferent des interactions entre les algues et les bactéries. Ces interactions

sont de deux natures suivant les articles : antagonistes ou synergiques.
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D’une part, certains auteurs observent une inhibition mutuelle entre les bactéries
hétérotrophes et les algues lorsqu’elles sont cultivées sur une longue période (Baumgarten et al.
1999). Les algues auraient une activité antibactérienne (Debro and Ward 1979), tandis que les
bactéries auraient une activité anti algale (Dakhama et al. 1993). De plus, Risgaard-Petersen et al.
(2004) suggerent 1’exclusion compétitive des AOB (Ammonia Oxidizing Bacteria) par les
microalgues sur les nutriments dans les sédiments. Ils ajoutent que les bactéries denitrifiantes
semblent étre aussi affectées négativement par la présence de microalgues actives. Choi et al.
(2010) ont montré une inhibition de la nitrification en présence d’algues et de bactéries en exces de
nutriments. Cependant, ils émettent 1’hypothése d’une compétition sur la source de carbone, le
dioxyde de carbone. Les interactions bactériennes dans les cultures d’algues sont « essentiellement

antagonistes et non synergiques » (Toerien et al. 1984).

D’autre part, on trouve des articles notant que les microorganismes nitrifiants épurent les
fortes concentrations en ammoniaque qui peuvent étre inhibiteur de la croissance algale (Kéallgvist
and Svenson 2003). De plus, van den Hende et al. (2010) expliquent que 1’échange de dioxyde de
carbone (source de carbone des microalgues) provenant des bactéries hétérotrophes et du dioxygene
(accepteur final d’électron des bactéries aérobies) favorise la formation de flocs
bactériens/microalgaux. En outre, il a été mis en évidence que le taux de croissance des microalgues
diminuait avec 1’augmentation de la pression partielle en oxygene, donc que les bactéries qui
consomme I’oxygéne lors de la respiration favorisent la croissance algale en réduisant la tension
d’oxygene photosynthétique (Mouget et al. 1995; Sousa et al. 2013).

Ces interactions sont donc encore assez mal connues et semblent étre variables,
probablement a cause de conditions environnementales différentes : concentrations en carbone
organique et inorganique, en nutriments, etc., mais aussi du pH, du temps de séjour hydraulique et

des autres parametres du procéedé.

2.2. Zooplancton et insectes

Outre les interactions avec les communautés bactériennes, les cultures de microalgues
peuvent étre sujettes a la prédation par du zooplancton (rotiferes, etc.) ou des larves d’insectes
(Becker 1994).

La contamination avec Lycrymanis sp., Colpidium sp. et Vorticella sp. a été

occasionnellement rapportée mais elle a un effet négligeable sur la croissance algale. Cependant, la
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contamination avec un groupe de rotiferes appelés Branchionus (rotifére) peut étre plus grave,
pouvant nuire a la croissance jusqu’a anéantir les cultures. Le traitement est d’abaisser le pH a
environ 3 pendant 1 a 2 h puis de le rétablir vers 7,5, ne causant pas de probléme pour les algues,
mais étant tres efficace sur les rotiféres.

Les Moina peuvent aussi causer un effondrement de la population algale dans les lagunes.
Le traitement consiste a augmenter le pH jusqu’a 9 mais cela réduit aussi la productivité algale.
L’agitation en continu semble étre efficace pour contrdler la prédation et améliorer la stabilité des

lagunes.

Becker (1994) rapporte que parmi les contaminations dues aux insectes, Chironomus pour
Scenedesmus et Ephydra pour Spirulina ont été observés plusieurs fois lors de projets. Ces insectes
pondent a la surface des bassins et, aprés éclosion, les larves se nourrissent des microalgues, sans
prédateur. La solution proposée pour Chironomus est de retirer les ceufs des cultures avant
I’éclosion avec un filet. Pour Ephydra, il n’existe pas de moyen de protection efficace, mais il a été
observé une plus faible ponte dans les bassins bien agités que dans les cultures agitées

occasionnellement.

3. Parameétres du procédé

La capacité a assimiler les nutriments (N, P, K, etc.) couplée a leur forte croissance font des
microalgues des microorganismes épurateurs d’intérét. Un certain nombre de parametres liés au

procédé ont un impact sur la croissance algale et donc sur I’épuration.

3.1. Agitation

Afin de permettre une bonne accessibilité a la lumiere pour toutes les algues, 1’agitation est
tres importante. Elle sert a limiter le phénoméne appelé « self-shading », soit le fait que les
microalgues se fassent ombrage entre elles. Il faut modérer les vitesses de rotation pour ne pas
abimer certaines cellules et éeviter le stress hydrodynamique (Gudin and Chaumont 1991). Par
exemple, Haematococcus pluvialis s’enkyste lorsque son flagelle est coupé, ce qui stoppe sa
croissance. Néanmoins, dans le cas de Chlorella et Scenedesmus, il n’y a pas de fortes contraintes
hydrodynamiques car elles ne sont pas flagellées et ont une paroi cellulaire assez résistante.

Il est préconisé d’utiliser des roues a aubes dans les « high rate algal pond » (HRAP) en
complément a 1’éventuel ajout de gaz carbonique pour avoir un mélange turbulent et donc une

meilleure exposition lumineuse. Grobbelar (2011) préconise de placer les vannes aux extrémités des
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bassins et des dispositifs de mélange au long des canaux pour éliminer les zones mortes et des flux

laminaires.

3.2. pH

Le pH est aussi un paramétre délicat, quoiqu’assez facilement ajustable avec 1’ajout de CO,.
Il est conseillé par les cultivateurs de microalgues (Becker 1994) d’injecter le dioxyde de carbone a
un pH de 8,3-8,5 (voir Figure 19 A), de facon a ce que les ions hydrogénocarbonates soient la forme

prédominante du carbone inorganique (en rose).

100% 100%
80% - 80%
60% - 60% - NH4+
—H2CO03
40% 1 —HCO3- 40% —NH3
CO32-
20% - 20% -
0% - ‘ : ‘ ‘ ‘ ‘ 0% ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
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Figure 19 : A, diagramme de prédominance de I’acide carbonique avec les formes H,CO; (bleu), HCOj3 (rose) et
CO3% (jaune) ; B, diagramme de prédominance de I’ammonium avec NH," (bleu) et NH; (rose).

Le pH doit, en général, étre supérieur a 6 pour permettre un développement correct des
microalgues (Xin et al. 2010), méme si on trouve des genres comme Euglena qui supportent un pH
trés faible de 4. De plus, le pH gouverne la spéciation NHa/NH,". Si le pH est supérieur a 8,5-9, le
NH; peut étre facilement strippé (voir Figure 19 B). Si I’agitation est insuffisante et ne strippe pas
I’ammoniac, il inhibe la croissance a partir d’une concentration de 45 mgN-NHs/L (voir 1.5). En
cherchant a accumuler les nutriments et plutot qu’a les volatiliser, il est préférable de rester en

dessous de ces valeurs de pH.

De plus, la croissance algale peut faire varier le pH de deux fagons : en I’augmentant, lors de
la photosynthése a cause de la consommation de CO, (Garcia et al. 2006); en le diminuant, lors de
Iutilisation des ions ammonium. En effet lorsque les algues assimilent NH;" elles libérent des ions
H" qui font baisser le pH. En revanche, 1’assimilation de nitrates libére des ions OH™ ce qui
augmente le pH (Markou et al. 2014). Globalement en culture, le pH augmente et peut étre régulé

par exemple avec I’ajout de dioxyde de carbone.
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3.3. Dilution de I’influent

Les études qui ont été réalisées sur des lisiers rapportent souvent des dilutions préalables a
I’introduction dans les bassins de microalgues pour faciliter la pénétration de la lumiére et diminuer
la concentration en nutriments. On peut donc trouver dans la littérature des concentrations en azote
des lisiers dilués allant de 30 & 2400 mgN/L (Gantar et al. 1991; Gonzélez et al. 1997; Gonzélez et
al. 2008; de Godos et al. 2009), les informations concernant la pénétration de la lumiére dans ces
matrices sont rarement citées.

Le probléme qui se pose est la survie des espéces introduites face aux espéces autochtones.
En effet, Gantar et al. (1991) ont mis en évidence un remplacement des souches introduites
(Scenedesmus & Spirulina) pour un apport de lisier avec une concentration en azote de 2,4 gN/L
(dilution a 50%). Le probleme est peut-étre di & un manque de période d’adaptation. D’ailleurs,
sans période d’adaptation les microalgues meurent en quelques heures (Martin 2011). Cet auteur
recommande une période d’adaptation d’environ 2 semaines avec une augmentation progressive de

la concentration en lisier.

3.4. Temps de séjour hydraulique

L’¢épuration a 1’aide de microalgues se fait grace a I’accumulation des nutriments dans la
biomasse algale puis récupération de cette derniére. Pour éliminer I’azote, la croissance des algues
doit donc étre suffisante, mais la teneur en nutriments a I’intérieur des cellules doit aussi étre
convenable. Par exemple, ’azote est stocké principalement sous forme de protéines dans les
cellules, donc la teneur en protéines dans les microalgues va aussi étre un paramétre important.
Plusieurs auteurs ont montré le fort impact du temps de séjour sur la composition des microalgues
(Converti et al. 2009; Dickinson et al. 2013).

64



Chapitre 1. Etat de I’art
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Figure 20: Evolution de la composition de Scenedesmus sp. en fonction de différents temps de séjour
hydrauliques, HRT (Dickinson et al. 2013)

L’augmentation du temps de séjour hydraulique influe négativement sur la teneur en
protéines des algues (Figure 20), le pourcentage de protéines est d’environ 20% pour un HRT de 4
jours, tandis qu’il atteint 40% pour un HRT de 0,95 jours. Mais le temps de séjour a un impact
inverse sur la croissance algale, un compromis doit ainsi étre trouvé afin d’éliminer le maximum de
nutriments du milieu. Dans le cas de la figure 13, I’optimum se trouve vers un temps de séjour de 2

jours.

4. Culture de microalgues a grande échelle

Bien que la culture de microalgues ne soit pas trés utilisée dans le cadre du traitement des
déchets, des installations sont déja assez répandues et visent a étudier ou commercialiser
principalement des produits a haute valeur ajoutée, des algues destinées a 1’alimentation ou & la
production de biofuel.

Le Tableau 7 représente un état de ces installations a grande échelle (Laski and Schwartz ;
Benemann and Oswald 1993 ; Ben-Amotz 2011 ; Delrue 2012 ; Titica 2012 ). La plus grande
d’entre elles, d’une superficie de 100 ha, est située en Australie et vise a produire du
biofuel/biodiesel, de la nourriture et des produits pharmaceutiques. La situation géographique de ces
installations, représentée Figure 21 est principalement comprise entre les latitudes 20° et 50° nord
ainsi qu’en Australie. Les pays ou elles sont implantées sont des pays industrialisés ou émergents
(membre ou invité du G20 excepté Israél) avec une majorité d’installation aux USA. Il est
cependant important de noter que toutes ces installations ne sont pas exploitées a des fins

commerciales et que nombre d’entre elles sont destinées a la recherche et au développement.
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Les technologies de culture les plus rencontrées sont des lagunes a haut rendement suivies
par des photobioreacteurs tubulaires. Ces derniers présentent un avantage sanitaire dans le cas de la
production destinée a I’alimentation ou encore de produits pharmaceutiques. Les produits a haute
valeur ajoutée extraits industriellement a partir des algues sont notamment : omega-3, 3-carotene,

astaxanthine, ainsi que d’autres composés utilisés dans les pharmaceutiques et les cosmétiques.

Figure 21 : Situation géographique des installations de culture de microalgues a grande échelle.

Dans le cadre de 1’épuration, le lagunage a haut rendement est plus approprié. D’aprés les
nombreux exemples, il semble réalisable d’établir un lagunage a grande échelle sans problémes de
gestion insurmontables. Il faut pondérer cette remarque en fonction du type de culture, par exemple
pour une culture de Chlamydomonas, un pH de 4 peut permettre d’éviter I’implantation d’algues

autochtones et donc de simplifier I’exploitation.
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Tableau 7 : Installation de culture de microalgues a grande échelle (Laski and Schwartz ; Benemann and Oswald 1993 ; Ben-Amotz 2011 ; Delrue 2012 ; Titica 2012 )

Company/research Place Size Technology Final product Comments
center
Sapphire Energy Columbus, New 404686 m? Raceway Fuel/Diesel
Mexico
Las Cruces, New 89030 m? Raceway - R&D
Mexico
Heliae Gilbert, Arizona 24281 m? ? high value neutraceutical and cosmaceutical products R&D
EVERIS and BTME Cadiz, Spain 90000 L Tubular bioreactor human food, production of omega-3 fatty acids and other uses commercial and R&D
Algae.Tec Ltd. Atlanta 6503 m? ? Fuel/Diesel R&D
Algatechnologies Israel 40469 m? Tubular bioreactor cosmetics, nutritional supplements and energy
Touchstone Wooster, Ohio 52609 m? Raceway fuels and other high-value products R&D
AlgaeBio Arizona ? ? Omega-3
Bioprocess Algae Shenandoah, lowa ? Biofilm high value, feedstock for feeds, food and fuel
W2 ? ? Tubular bioreactor food, health and bio-fuel markets
Cellana Hawai 24281 m? Raceway combined to renewable fuels, renewable chemicals and sustainable feed R&D
photobioreactor
Solix Biosystems Colorado 180000 L immerged tubular bioreactor Fuels, nutrition, cosmetics R&D, technologic support
Phyco BioSciences, Inc. Arizona 647360 m? ? fuels and food
Seambiotic and Chinese Power Penglai, China 120000 m2 ? foodstock and nutraceutical industries
Company
Aurora Algae Karratha, Australia 4000 m?2 Raceway food, fuel, and pharmaceuticals R&D
Karratha, Australia 1000000 m?2 Raceway food, fuel, and pharmaceuticals commercial
Earthrise Farms California 185000 m? Raceway food spirulina
Betatene Australia 125000 m2 Raceway B-caroten Dunaliella salina, commercial
Parry Nutraceuticals Ltd. India 526000 m? Raceway food Spirulina, commercial
Algomed Allemagne 500 km of tubes Tubular bioreactor food Chlorella, commercial
Biotechnologia de microalgas Jerez, Spain 87000 L Tubular bioreactor 7 algal species and derivates commercial
4500 m? Raceways
Novagreen Bergheim, Deutschland 4600 L Plastic bags food, cosmetics and pharmaceutical industry
microalgae bioenergy Taiwan ? from round pond to raceway biofuel R&D
development program
Nature Beta Technologies Ltd. Eilat, Israel 100000 m2 Raceway B-caroten Dunaliella, commercial
Microbio Resources San Diego ? ? caroten
Cyanotech Corp. Hawai 225000 m2 Raceway astaxanthin & spirulina commercial
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Seambiotic Ltd. Israel 1000 m2 Raceway CO2 sequestration, biofuel, nutritional additive R&D
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5. Cultures dans lisier/digestat

5.1. Croissance

Les densités, productivités et taux de croissance spécifique que 1’on peut trouver dans la
littérature (voir Tableau 8) pour les lisiers et digestats de lisier de porc sont assez difficiles a
comparer a cause des conditions expérimentales différentes. Certains auteurs ont par exemple étudié
la croissance des algues en extérieur en HRAP alors que d’autres les ont étudié en PBR verticaux en
intérieur avec lumiére artificielle. De plus, I’expression de leurs résultats est difficilement
comparable dans la plupart des cas a cause de 1’utilisation d’unités différentes pour la lumiére et la
productivité principalement. Dans le but de confronter les données, ces deux parametres ont été
recalculés. La lumiére a été convertie en flux de photons photosynthétiques en considérant que la
lumiére est la lumiére du soleil. L’hypothése pour le calcul de la productivité est encore plus forte,
puisque lorsque la productivité est exprimée par rapport a une surface, nous avons considéré une
profondeur de lagune de 30 cm afin de recalculer cette productivité par rapport a un volume et dans

le but d’homogénéiser les données.

Tableau 8 : Revue des concentrations maximales, productivités et taux de croissance spécifique de microalgues
développées sur lisier de porc et digestat de lisier de porc

o % o o
= L LT o © 29
Naffluent S5 @ E 5 £ productivité 282 A .
(mgLl 2L Eui & X (mg.L%j™h 5.9 .2 uteur, annee

£ o (@] g & o5

(¢B) E [S R «B]

— 3 2

Lisier de porc
NTK : 49- N 20* :
4900 24 75 (6 g/m?lj) Bai (2011)
. 73*
TN : 114 37 400 1610 mg/L (22 g/m?j) Barlow (1975)
50- 1,5.10"
20 117* cells/L Baumgarten (1999)
25 42 750 mg/L Cheung (1981)
NH, :35-75 12  28* 1,6 mgChl/L Dabbadie (1994)
NTK : 59- * 1310 93*
370 17 1122 MgVSS/L (28 o/m2/j) de Godos (2009)
+ 1,1.10%
. * ]

NH," : 20 15 1000 cells/L de Godos (2010)
2'1%4 + 150- 25  75* 940 mgMS/L de Godos (2010)
NH; :21-24 10 200 mg/L 12 de le Note (1994)
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(3,5 g/ma/j)

_ 0,62-3,44.10° 60* :
TN : 137,2 cells/L (18 g/m?) Fallowfield (1985)
NTK : 65- * 1300
315 19 1080 mgVSS/L Ferrero, (2012)

. 50-67*
NTK : 570 (15.20 g/l Goh (1984)
NH4Jr : 60- .
2460 32 1520 mg/L 110-360 0,23 Kim (2000)
2'4:'34 4l 30 33¢ 2.10%cells/L 04  Mezzomo (2010)
NH," : 40 20 146 Pouliot (1986)
NH," : 2000- N ] 12-30* Sevrin-Reysac
2400 20 45%  200-250 mg/L (3,5-9 g/m?lj) (1996)
NH,;" : 40- 2-30* Sevrin-Reysac
57,4 21 213 mg/L (0,68-9 g/mz/j) (1998)
1.10° cells/L Sim (1988)
TN : 170- . 0,262 :
930 26 1064 0,62 Traviesco (2004)
TN : 8,5-37 26 1064* 50 mg Chl/L 1,2 Traviesco (2006)
1'\'2%4 1322 96 e3*  200mg/L 40 0,57  Wang (2012)
Digestat de lisier de porc

’1\'0%4 +20- 50 114 450-750 mg/L 31-53 de la Noiie (1989)
NH," : 300- 1500 7-33* Gonzalez-
500 mgVSS/L (2-10 g/m?) Fernandez (2011)
TN : 400 30 830 mg/L Koopman (1983)
NH,*: 1000 26,5 9.10° cells/L 0,312 Kumar (2010)
NTK : 60 25 200 1000 mg/L 158 Levine (2011)
NH," : 96- . ] Molinuevo-Salces
736 35 200 163-332 (2010)
TN : 46,6 32 144 770 mg/L Olguin (2001)
TN : 28,1- 57* .
304 30 1500 (A7 gl Olguin (2003)
TN : 122 100* 2400 mg/L 118 0,091 Park (2010)

+ 46*

-1 *

NH; :1-60 17 493 (13.9 g/m?/j) Svoboda (1989)

s 2.10° cells/L
NH;" : 50- . o 33-133*
100 27,5 55* (= 1800 mg/L) (10-40 g/m?/j) Waygood (1980)

*valeur calculée (voir texte)
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On peut observer que la gamme des concentrations étudiées en azote est trés étendue,
d’environ 1 mg a lg N-NH;"/L. Suivant les conditions (espéce d’algues, type de bassin,
température, lumiére, nutriments, etc. ; cf 1), les taux de croissance spécifiques s’étendent de 0,09 a
1,2 j’*, les productivités vont de 2 & 360 mg.L™.j™ et les valeurs de concentrations maximales sont
comprises entre 200 et 2 400 mg MES/L (2.10° & 1,1.10™ cellules.L™). La moyenne de productivité
utilisant comme substrat du digestat (100 mg.L™.j%) est supérieure & celle utilisant du lisier (80
mg.L™.j™), mais au vu de I’écart type (environ 100 mg.L™j?), il est impossible d’affirmer que les
digestats sont un meilleur milieu de culture pour les algues que le lisier. D’autre part, il n’a pas été
possible d’établir, a partir de ces données, de relation claire entre la productivité et la température

ou la lumiere comme le montre la Figure 22.

A B
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- ) = °
?é‘;, 300 o 300 -
e £
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2 100 - . S L0 -
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Figure 22 : Revue de la productivité en fonction de la lumiére (A) et de la température (B).

Les raisons de non adéquation sont multiples et peuvent étre partiellement expliquées par
I’hypothése de la conversion de la productivité, par la photo-inhibition possible pour les forts flux
lumineux et en raison de la disparité des dispositifs et des conditions opératoires (espéces d’algues,
agitation, temps de séjour, etc.). Parmi les autres parametres que la lumiére et la température
pouvant impacter la productivité, la couleur de I’influent est un parametre important qui peut
impacter fortement la diffusion de la lumiére et il apparait nécessaire de mieux appréhender ce
parameétre par exemple a travers une mesure de la densité optique du milieu et il serait nécessaire

d’en tenir compte dans la comparaison.

5.2. Epuration

Comme pour la croissance, les conditions appliquées par les auteurs sont trés différentes.
Les rendements d’épuration (voir Tableau 9) ne sont donc pas trés comparables a cause notamment

de la concentration en azote de I’affluent, néanmoins en admettant qu’ils le soient, ceux pour I’azote
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sont élevés sur I’ensemble des références, avec une moyenne de 84% (écart type de 20%). Ceux du
phosphore sont un peu inférieurs avec 77% (écart type de 23%) mais restent correctes. Ces résultats
encouragent le développement d’un bioprocédé utilisant les microalgues comme microorganismes
épurateur ou co-épurateur, s’il se révéle que I’impact provient principalement de 1’apport d’oxygéne
(Mouget et al. 1995). Il est difficile d’observer des différences de rendement d’épuration de 1’azote
et du phosphore entre le lisier et le digestat de lisier de porc pour ces mémes raisons. Cependant, N
et P dans le digestat sont minéralisés et sont donc directement assimilables par les microalgues,

tandis que les formes organiques doivent étre réduites par des bactéries dans le cas du lisier.

Tableau 9 : Revue des rendements d’élimination de I’azote et du phosphore a I’aide de microalgues sur du lisier
de porc et du digestat de lisier de porc.

Rendement d’élimination

@ i
2 L
N affluent 50 2= Auteur, année
(mg.Lh) S % W N (%) P (%) !
(3}
Lisier de porc

TN : 114 37 400 35 Barlow (1975)
NH;" : 35-75 12 80 Dabbadie (1994)
NTK : 59-370 17 1122* 88 (NTK) <10 de Godos (2009)
NH4" : 660 100 90 de Godos (2009)
NH4" : 20 15 1000* 99 de Godos (2010)
g'f(')“ - 150- 25 75% 39 65 de Godos (2010)
TN :137,2 54-98 42-89 Fallowfield (1985)
NTK : 65-315 19 1080* 88 (NTK) Ferrero (2012)
TN : 475- 92,2-99,3
9370 25 (TN) 98-100 Gantar (1991)
NTK : 570 88 (NTK) 85 Goh (1984)
NH4" : 36 20 60 95 60 Gonzalez (1997)
NH4" : 1331- * ,
9950 30 75 65 Gonzalez (2008)
NH," : 180 30 167* 99 (NH;") 80 Gonzalez (2008)
NH4+ . 60' Ninorga 93 3- -
2460 32 Norga 56 93 (PO4™)  Kim (2000)
NH," : 41-246 30 33* 42 Mezzomo (2010)
NH," : 40 20 100 99 Pouliot (1986)
TN :170-230 26 1064* 79 74 Traviesco (2004)
NH," : 32-126 26 63 825TN 75 Wang (2012)
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Digestat de lisier de porc

NH," : 20-102 25 22,4 48 TN 68 Caniizares-Villanueva (1994)
NH,4" : 20-100 20 228* 61,9-100 42,1-94,7  de la Nole (1989)

5NOHO4 : 300- 30 92 (NH4" Gonzélez-Fernandez (2011)
NH," : 1000 26.5 93 54 100 Kumar (2010)

NTK : 60 25 200 90-95 Levine (2011)

NH4" : 96-736 35 200* 94-100 75-80 Molinuevo-Salces (2010)
TN : 28,1-30,4 30 1500 96 87 Olguin (2003)

TN : 122 200* 89 Park (2010)

*valeur calculée (voir texte)

Il n’est pas possible de confronter directement la productivité algale et le pourcentage

d’épuration. En revanche, a 1’aide de concentration initiale et de la durée du traitement (ou HRT) il

est possible de comparer la productivité a une vitesse d’élimination calculée. La Figure 23

représente 1’azote ¢liminé en fonction de la productivité.

Azote éliminé (mg N.L1.d%)
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Figure 23 : Représentation de I'azote éliminé en fonction de la productivité algale de la littérature. La ligne rouge

représente 10 % d'azote massique dans la biomasse.

La teneur massique en azote varie classiquement de 5 a 10 % de la matiére seche (Markou et

al. 2014). La ligne rouge, représente une concentration hypothétique de 10% d’azote massique dans

la biomasse (Sous-chapitre 4. 1, p 157). Les points situés au-dessus de cette ligne correspondent a

une élimination de 1’azote supérieur a ce que la biomasse seule peut théoriquement assimiler, on

peut ainsi estimer que d’autres mécanismes d’élimination de 1’azote sont en présence pour les

productivités algales faibles (nitrification-dénitrification, stripping, etc.).
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Sous-chapitre 1. 4. Modélisation de la croissance des microalgues

La modélisation de la croissance des microalgues est abordée dans ce travail afin d’une part
de confronter les résultats expérimentaux aux concepts théoriques actuellement développés afin
d’enrichir la réflexion, et d’autre part, la modélisation numérique de la croissance des microalgues
et de I’épuration associée est envisagée comme un outil permettant de faciliter le changement
d’échelle pour passer du laboratoire a 1’échelle industrielle afin de réaliser un premier

dimensionnement d’une filiere a taille réelle.

1. Généralités sur la modélisation biocinétique

Un modele biocinétique est une image conceptuelle de la fagon dont un systeme biologique
fonctionne. 1l ne représente pas tous les processus physiques, chimiques et biologiques, mais tend a
reproduire les principaux comportements observés. Parmi les modeles biocinétiques les plus connus
en traitement des effluents, on trouve les modéles du type Activated Sludge Model (ASM),
développés par le groupe de travail sur la modélisation mathématique pour le dimensionnement et le
fonctionnement des systemes biologiques de traitement de I'International Water Association (IWA)
(Henze et al. 1987). Le principe général de la modélisation biocinétique est basé sur les bilans de

matiere.

1.1. Présentation de la matrice de Gujer

Ces modeles sont représentés sous forme de matrices, appelées matrices de Gujer (ou
matrice de Petersen). Sur les lignes sont représentés les processus (j), c'est-a-dire les réactions
pouvant avoir lieu, et en colonne on retrouve les variables d'état du modeéle (i).

Ce principe est présente sur I'exemple d'une situation simple, ou une biomasse se développe
sur un substrat (Henze et al. 2000). On peut considérer le modéle le plus simple pour cette situation
avec deux variables (Tableau 10) : la biomasse et le substrat dissous ; deux processus sont mis en
ceuvre : la croissance et la mort de la biomasse. On utilisera la nomenclature standardisée par
Corominas et al. (2010) comme régle de notation pour les paramétres et variables. Dans cette
nomenclature, le symbole S désigne les composés solubles, le X, les composés particulaires.

Les eléments dans la matrice comprennent les coefficients steechiométriques, vij, qui fixent

les relations massiques entre les composes dans les processus. On utilise le signe négatif pour la
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consommation et positif pour la production. Par exemple, la croissance de la biomasse (+1) apparait

lors de la consommation du substrat soluble (-1/Y).

Tableau 10 : Processus, cinétique et steechiométrie pour la croissance d’une biomasse, d’aprés Henze et al.

(2000).
’ Continuité
Variable i 1 ’ o
- Cinétique, P
i 31
o J Processus X S, [ML3TY)
< |
g 5
1
=a I Croissance 1 - po——L——X
= Y K s t S B
0
2 Mort -1 b.X
. Parametres cinétiques :
Taux de conversion — —
, 31 r = Z rij - Z Vij Pij | Taux de croissance spécifique
observés [M.L™.T™] i i -
y2i
max

Parameétre stoechiométrique
Taux de croissance réel :

Y

Coefficient de demi-vitesse :
KS

Taux de mort spécifique :

b

Biomasse [M(DCO).L]
Substrat [M(DCO).L?]

X : biomasse ; Sg : substrat soluble

En plus de la steechiométrie, la cinétique de réaction est essentielle pour pouvoir calculer
I’évolution des variables. La plus simple est la mort de la biomasse, elle va dépendre directement de
sa concentration (X) et du taux de mort spécifique. En ce qui concerne la croissance, plusieurs
parameétres sont pris en compte. La cinétique de croissance dépend du taux de croissance spécifique
maximum, d’un terme de Monod fonction de la concentration en substrat et de la concentration en
biomasse. Ce terme de Monod est utilisé comme « interrupteur » de la cinétique : si les conditions
de disponibilité du substrat sont mauvaises, la cinétique de croissance est réduite. A 1’inverse, ce
terme tend vers 1 pour des conditions favorables (croissance maximale). D’autres termes existent
pour définir une limitation de la croissance, comme le modele de Contois. En outre, la croissance
peut étre limitée par des composés inhibiteurs ou par des compétitions avec d’autres types de
biomasse. Cela peut, de la méme maniere, étre intégré dans le modele global a 1’aide de relations

mathématiques limitant la cinétique.

1.2. Bilan matiére
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Dans un systeme donné, la concentration d'un composé peut étre affectée par plusieurs
processus, par exemple les nitrites sont produits et consommés dans un systéme réalisant la
nitrification-dénitrification. La présentation en matrice permet de voir facilement les processus
impliqués dans la modification des concentrations de chaque composé, ainsi que les composés
impliqués dans les processus. L'équation fondamentale du bilan matiere est la suivante :

Entrée + Réaction = Sortie + Accumulation

Les termes d'entrée et de sortie sont des termes de transports qui sont seulement dus a la
configuration physique de la station. Le terme de réaction, r, est défini par le modeéle biocinétique et

est obtenu gréce a la matrice de Gujer comme ci-apres :
=25 =2 VP
i i

Le terme de réaction ainsi obtenu pour la biomasse est :

/umax'SB x _bx

r
X K +S;

La veérification du bilan matiere ne peut se faire que dans une configuration particuliere. La

matrice seule n'est pas suffisante, il faut les limites de définition du systeme ainsi que les termes de

transport.

2. Modélisation de la biomasse algale

Les modéles disponibles dans la littérature concernant la croissance algale sont nombreux.
Les principaux parametres pris en compte par ces modeles sont la lumiere, le carbone inorganique,

’azote, le phosphore et la température.

2.1. Lumiére

Contrairement aux autres conditions expérimentales, la lumiére est spécifique aux
microalgues, comparées aux bactéries, puisque c’est leur source d’énergie. Le Tableau 11 regroupe
des modeles traduisant 1’effet de la limitation de la lumiere sur la croissance des microalgues
(d’apres Filali, 2012). Les modeles intégrant 1’effet de la lumiére sont nombreux et il ne semble pas

y avoir de consensus sur un modéle décrivant cet effet (Béchet et al. 2013).
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Tableau 11 : Modéles intégrant la limitation de la lumiére sur la croissance de microalgues d’aprés Filali (2012).

Modéles Structure Parametres du modele
Monod (1941) applique & I K, : constante de demi-saturation
_— . T R T——
Spirulina platensis , Cornet max g ] o B
et al. (1995) relative a la lumiére
i iaué e, f
Tamiya et al. (1953) appliqué = « : valeur empirique
Mmﬂ.‘r + & I

a Chlorella vulgaris

Van Oorschot (1955)
appliqué a Isochrysis
galbana (Grima et al. 1996)

Ramesh (1997) appliqué a
Scrippsiella sp.

Moser (1985) appliqué a
Isochrysis galbana (Grima et
al. 1996)

Ogbonna et al. (1995)
appliqué a Chlorella
pyrenoidosa et Spirulina

platensis

I
b= I“Lmrz:r(l_ex Imax

I_,L:

U - fcj

K, +(I—1.)— 4e-7)

M?‘J‘lﬂl’

I’?‘!
b= Ly —[; g
g.oal,
= k(22)
g vV

I... . intensité lumineuse de
saturation correspondant a w.,, ...
(ME.m?2s™)

I : intensité lumineuse minimale

nécessaire a la croissance (LE.m™2.s
)
A, K, : constantes

K : parametre équivalent a 1’énergie

d’activation

I, . Affinité des microalgues a la

lumiére (LE.m?.s™)
n : valeur empirique (sans

dimension)

g . constante
a . surface éclairee (m?)

V : volume de culture (m®)

K : constante équivalente a un

rendement de croissance

I, - intensité lumineuse incidente

(ME.m?2s™)
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a, 5 : constantes
g5 . vitesse spécifique de

consommation de I’énergie

Martinez Sancho et al. (1999) lumineuse (KJ.g™t.s™Y)
L — ~Bly nfo—
appliqué a Scenedesmus HTEE T NAETME ) énergie d utilisation de la
obliquus

lumiére pour la maintenance (KJ.g°
lls-l)
n : parametre empirique (sans

dimension)

Avec I (UE.m?.s™) Iintensité lumineuse moyenne dans le réacteur et TR (h™) le taux de

croissance specifique maximal.

Ces modeles présentent différents niveaux de complexité avec de 2 a 5 parameétres. lls
semblent se diviser en deux sortes : soit ils utilisent comme « substrat » la lumiére moyenne dans le
réacteur, soit ils utilisent la lumiére incidente. Cette deuxieme catégorie limite 1’universalité de
I’approche, puisque les parameétres utilisés pour valider le modele sont dépendants des conditions

opératoires (Béchet et al. 2013).

2.2. Autres parametres environnementaux

Un certain nombre d’autres paramétres ont été étudiés et modélisés dans la littérature. On
retiendra pour cet €tat de 1’art ceux concernant le carbone inorganique, le phosphore et la

température.

2.2.1. Carbone inorganique

Le carbone inorganique est la source de carbone des microalgues. Il est généralement
modélisé dans la littérature a 1’aide d’un terme de Monod sur la variable CO,, ou carbone
inorganique total, TIC (King 1970 ; Goldman et al. 1974; Novak and Brune 1985 ). Watson (2009)
a modélisé I’influence de deux sources de carbone, CO, et HCO3', dont le dioxyde de carbone est
consommeé préférentiellement (d’apreés Filali, 2012). La vitesse de croissance de la biomasse algale

sur les hydrogénocarbonates est ainsi limitée par la présence de dioxyde de carbone :
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[HCO5] ) K_‘.',EG:
Kﬂim; + [HCO; ] Ksco, T [€O;]

li"'l::J-"I:i“ii"l.ﬂ.'t’.

i, - Vitesse de croissance maximale (h™)
[HCOZ] : concentration en hydrogénocarbonates dissous (mol.L™)
[€0,] : concentration en dioxyde de carbone dissous (mol.L™)

Ksneo © cOnstante de demi-saturation relative a HCOg’ (mol.L™)

Ko, - Constante de demi-saturation relative au CO, (mol.L™Y).

2.2.2. Phosphore

Le phosphore est modélisé le plus souvent avec un modéle de Droop (1973). Ce type de
modele fait apparaitre une variable supplémentaire, la concentration intracellulaire en élément, qui

permet de découpler la consommation du substrat et la croissance algale (Bougaran et al. 2010). Le

taux de croissance s’exprime ainsi :

p=u . (1 _ Qmin)
THEX Q
@,.:» - quota intracellulaire minimum (g P.g biomasse™)

Q : quota intracellulaire (g P.g biomasse™)

Ce type de modele peut aussi étre utilisé pour représenter la croissance algale et le stockage
de I’azote (Bernard and Gouze 1995; Lemesle and Mailleret 2008 ).

2.2.3. Température

L’influence de la température sur le taux de croissance des microalgues est principalement

définie, de la méme maniére que pour les bactéries, a I’aide d’une loi de type Arrhenius.
_E
p=A; e RT

Avec | le taux de croissance (h™), T la température (K), A, le taux de croissance spécifique

a la température Ty et R la constante des gaz parfaits
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Cependant, cette loi empirique a été développée pour des réactions chimiques et ne peut pas
prédire I’impact de températures élevées sur des systémes biologiques (Ahlgren 1987). Les modéles
décrits dans le Tableau 12 représentent différentes approches pour prendre en compte cet effet. On
notera notamment que certains mod¢les représentent 1’impact seul de la température tandis que
d’autres lient cet impact avec I’intensité lumineuse. Cette deuxiéme approche, pouvant se réveler
plus complexe, représente ’interdépendance de la lumiére et de la température, observée

expérimentalement (Fawley 1984).

Tableau 12 : Modeles représentant I'effet de la température sur la croissance algale (2012).

Modéles Structure Paramétres du modele

. . )z .
E_, E, : respectivement, I’énergie

d’activation pour la croissance et pour
la dégradation cellulaire (Kcal.mol™)

Bitaubé Pérez et al. B T-Ty R : constante des gaz parfaits (8.314
F :AD-E-RT T, & —

(2008) appliqué a KJ.mol.KY)
Phaeodactylum B,- efﬁ%-%} To : température de référence égale a
tricornutum 203 K

Ao, By : respectivement, vitesse
spécifique de croissance et de
dégradation cellulaire pour To (h™)

T,,: - température optimale de

croissance (K)

Eomazx,Tope - VItESSE Maximale de

Topt : : 1
Nouals (2000) oz = MmaoxeTope " € * - Croissance a Tr_:-?:t (h )
appliqué a 1 E, : énergie d’activation du processus
Porphyridium T
purpureum LA e(—R“[rgpr‘?}J] de croissance (KJ.mol™)
AG , : variation d’énergie libre de la

réaction de dénaturation des protéines
(KJ.mol™)

A : constante sans dimension
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A : vitesse spécifique de croissance (h™)

E(I) : énergie d’activation, fonction de

Goldman et
Carpenter (1974)

(5) s la lumiére 1 (cal.mol™)
B

. RT [—
K. (T)+5S K.(T) : constante de demi-saturation

fonction de la température (mg.L™)

S : concentration en substrat limitant
(mg.L™Y)

T : température (K)

D’autres auteurs utilisent une approche différente de la loi d’Arrhenius en exprimant le taux
de croissance spécifique en fonction des températures minimum, maximum et optimum pour la
photosynthése (Bernard and Rémond 2012).

(T = Tonax) (T = T )’

min:]

To*pr - Tm:'n) [[To*pr - Tmz'n )[T - To;:r) - [To*pr - Tmrz:r)[To;:t + Tm:'n - ET)]

KD = bno D)
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Conclusions et perspectives

Les effluents d’¢levage sont produits en grande quantité, notamment dans les zones
d’élevage intensif, et nécessitent d’étre mieux gérés afin d’améliorer leur valorisation et de réduire
leurs impacts. Ils représentent un potentiel énergétique important, c’est pourquoi la digestion
anaérobie s’aveére incontournable pour la production de biogaz et donc d’énergie. En revanche, les
nutriments, dont principalement I’azote et le phosphore, nécessitent d’étre mieux gérés et valorisés.

Dans ce contexte, la culture de microalgues peut se révéler intéressante.

Ces microorganismes regroupent de nombreuses espéces et ont un métabolisme complexe.
Sur des matrices eutrophisées on retrouve cependant peu d’espéces parmi lesquelles Scenedesmus
sp. et Chlorella sp. sont les plus représentées. La mise en ceuvre de leur culture pour 1I’épuration
semble la plus appropriée en lagunage a haut rendement (HRAP), et ce type de procédé semble

réalisable, puisque des installations a grande échelle sont déja en application dans d’autres

contextes.

Cette synthese bibliographique confirme la possibilité d’épurer les effluents chargés en
nutriments et colorés que sont les digestats d’effluents d’élevage. Les rendements d’élimination
obtenus sur ’azote et le phosphore sont satisfaisants dans les études menées précédemment. Cette
synthese met cependant en exergue plusieurs points importants ayant une forte influence sur la
croissance des microalgues et la qualité de 1’épuration.

La température est un paramétre important ayant un fort impact. Dans le procédé proposé, il
est possible d’atteindre une température plus proche de la température optimale en réchauffant
I’affluent ou une partie du bassin avec la chaleur excédentaire de la cogénération. Elle est largement
étudiée dans la littérature et il ne semble pas nécessaire de pousser les recherches plus en
profondeur dans ce contexte, ou il est difficile de maintenir une température identique entre hiver et
été et méme dans différentes zones du bassin.

La source d’énergie des algues, la lumiere, est régie par la profondeur des bassins,
I’agitation et I’exploitation (dilution initiale, recirculation et concentration en algues) mais aussi par
la couleur du digestat. Les impacts de 1’agitation et de la profondeur des bassins sont assez durs a
approcher en laboratoire. Dans une premiére phase expérimentale, il a été choisi pour bien
comprendre I’influence de la disponibilité de la lumicre et la quantifier, d’étudier I’influence de la
coloration de I’effluent et de la lumicre appliquée & composition en nutriments fixe.
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A cause des équilibres, le phosphore peut étre en faible quantité dans la phase liquide du
digestat comparé a ’azote. De plus, le stockage du phosphore dans la biomasse pour usage ultérieur
a été reporte dans la littérature. 11 a donc été ensuite étudié ’impact de la concentration en
phosphore dans le milieu sur la croissance des microalgues et sur 1’épuration de N et P.

Le dioxyde de carbone émis lors de la cogénération peut étre utilisé comme source de
carbone inorganique des microalgues et a une forte influence sur la croissance algale d’aprés la
littérature. L’éventuelle inhibition de la croissance a cause des composés présents dans les gaz de
combustion ne se révele pas significative, de méme il n’y a pas (ou peu) d’accumulation de
composés nuisibles dans la biomasse. L’injection de CO; (acide faible) est en outre un moyen
simple et efficace de réguler le pH pour se situer proche du pH optimal. Dans le procédé envisagé il
est possible de maitriser la quantité de carbone inorganique fournie. L’étude des transferts et de

I’impact de la quantité de CO; sur les microalgues a ensuite été étudiée.

L’impact des bactéries sur la population algale est encore mal connu et divise la
communauté scientifique. Elles sont présentes dans les digestats et se développent dans des
conditions similaires aux algues (pour ce qui est des nutriments et du temps de génération) et jouent
un role autant dans la stabilité de la culture que dans 1’épuration. Leur interaction mutuelle peut

ainsi étre observée en parallele des expérimentations.

Dans ce procédé, le parameétre opérationnel le plus important est probablement le temps de
séjour des solides, puisqu’il régit la concentration en biomasse du systéme et donc de nutriments
retirés du digestat. Puisque ’effluent est épuré par les algues, en association avec des bactéries, ce
paramétre va aussi influencer la part de la nitrification-dénitrification dans les processus
d’épuration. La derniére phase expérimentale consistera donc a étudier I’impact du temps de séjour

des solides sur ces parameétres.

Pour cette étude, il a donc été nécessaire de développer en premier lieu un pilote
d’expérimentation (photobioréacteurs), en laboratoire, afin d’étudier ces parametres de culture
importants. Le dispositif d’étude est présenté dans le chapitre suivant. En outre, il est important de
connaitre la composition chimique et la coloration des digestats ainsi que leur variabilité dans le
temps. C’est pourquoi, trois sites de méthanisation d’effluents agricoles ont été suivis (avec le projet
ANR DIVA, Irstea Rennes) sur un an.
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Enfin, pour fédérer les données acquises dans les diverses études, la modélisation
biocinétique semble particulierement approprié. Cet outil devrait permettre de changer d’échelle
entre le dispositif expérimental et la culture en taille réelle afin réaliser un premier

dimensionnement pour 1’installation envisagée.

84



CHAPITRE 2. Matériels et méthodes




Chapitre 2. Matériels et méthodes

Afin d’¢étudier I’impact de la lumiére, du phosphore, du carbone inorganique et du temps de
séjour des solides et pour bien comprendre la croissance des microalgues mais aussi des bactéries, il
est important de suivre notamment la croissance et les nutriments a 1’aide d’analyse chimique,
physique et biologique. Ainsi, le développement méthodologique a mené a la construction d’un
dispositif expérimental, mais aussi a difféerentes méethodes analytiques génerales et spécifiques qui
n’existaient pas toutes au laboratoire.

Des photobioreéacteurs tubulaires verticaux ont été choisis plutdt qu’un lagunage a haut
rendement pour des raisons pratiques de mise a 1’échelle et de contrdle du chemin optique sur le
pilote. Leur volume de quelques litres permet de réaliser plusieurs expérimentations en méme temps
et dans des conditions maitrisées. De plus, ce volume est suffisamment conséquent pour permettre

de faire des prélévements pour le suivi analytique.

1. Pilote de laboratoire

1.1. Description

Un pilote de laboratoire a été développé pour étudier la croissance des microalgues a partir
de digestats agricoles liquides ainsi que 1’épuration associée. Ce pilote est composé de six
photobioréacteurs cylindriques verticaux en verre de 2,5 L. Les principales caractéristiques du
matériel utilisé pour ce pilote sont répertoriées dans le Tableau 13.

La température des réacteurs, facteur important de développement de la biomasse, est
régulée a I’aide d’un cryothermostat faisant circuler de 1’eau dans une double enveloppe de chaque
réacteur (1, Figure 24) réalisée a I’aide de 2 tubes de verre imbriqués. La circulation du fluide
caloporteur (eau) est faite via des nourrices qui permettent de régler les débits respectifs a chaque

réacteur afin d’avoir une bonne maitrise de la température.

Tableau 13 : Principales caractéristiques du matériel utilisé sur le pilote
caractéristiques

Reacteurs Hauteur totale 40 cm
Hauteur utile 35cm
Diamétre intérieur 10 cm
Diamétre extérieur 15.6 cm
Cryothermostat Puissance frigorifique a 20 0 -20 °C

450 390 150 W
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Puissance de chauffe 2000W
Rampes de neons 2 tubes Grolux — Sylvania 40 W
2 tubes « cool white » 40w

Flux de photons
photosynthétiques (PPF) 50 a 200 pE/m?/s

Injection CO, Pression injection 1,5 bar absolu
Electrovanne Tout ou rien
Rotametre Débit = 0-0,55 L/min

(stratégie 1)
Débit = 0,3 L/min
(stratégie 2)

Pompe péristaltique Débit = 6,3 L/min
Sonde O, Electrode de Clark
Sonde pH Electrolyte gélifiée

L’¢énergie est apportée aux microalgues (fonctionnement autotrophe) a I’aide d’un éclairage
(2) dont le spectre lumineux est proche de celui émis par le soleil. Le flux est perpendiculaire aux
réacteurs dont la conception permet un positionnement de cet éclairage allant de 6 a 60 cm de la
surface des réacteurs, permettant ainsi de faire varier le flux lumineux entre 50 et 250 uE.m?.s™ a la
surface des réacteurs. Le systéme d’éclairage est composé de deux dispositifs identiques séparés par
une paroi verticale et éclairant respectivement trois réacteurs chacun. Ce systeme permet des
expérimentations simultanées avec des flux lumineux différents permettant la prise en compte de
I’effet lumicre grace a une gestion indépendante de 1’¢loignement du systeme d’éclairage et, en
conséquence, de la variation du flux lumineux pour chacun des groupes de trois réacteurs.

Pour s’approcher du spectre de lumiére du soleil, chaque rampe de tubes fluorescents est
composée de 2 tubes de croissance Grolux (Sylvania) et de 2 tubes de couleur « cool white ». De
plus, afin d’éviter les perturbations apportées par la lumiére du soleil, I’ensemble du dispositif est

recouvert d’une enceinte opaque.

87



Chapitre 2. Matériels et méthodes

1 : Double enveloppe

2 : Lumiére

3: Sonde pH et Oxygene
4 : Diffuseur

Figure 24 : Schéma de principe des photobioréacteurs

Afin de permettre une bonne accessibilité a la lumiére sans endommager les algues, une
agitation de 230 tours par minute est appliquée sur chaque réacteur a I’aide d’une pale d’agitation
d’un diameétre de 8 cm et placée a 3,5 cm du fond du réacteur.

En outre, chaque réacteur de ce pilote de laboratoire est équipé d’une sonde permettant le
suivi de la concentration en oxygene dissous (3), caractéristique de ’activité algale et d’une sonde
pH (3) permettant le suivi de ce paramétre mais également le controle de I’injection de CO,. Ces
deux parameétres sont mesurés en continu (toutes les 30 s) et enregistrés via une centrale
d’acquisition et de commande (Agilent 34970) reliée a un ordinateur contrélé par un logiciel
développé spéecifiqguement sous Labview 2011. L’interface ainsi que le diagramme de 1’application
sont joints en annexes 2 et 3 pour une des stratégies utilisées.

L’injection de CO, est assurée par des diffuseurs (4) d’aquarium, soit des tuyaux poreux de
40 cm de long enroulés en spirale de 9 a 10 cm de diametre, placés en fond de réacteurs. Le CO,
injecté (0,5 bar) provient d’une bouteille et passe par une nourrice a gaz ou sont raccordés des
électrovannes puis des rotameétres pour brider le débit de gaz et est enfin injecté par les diffuseurs en
fond de réacteur selon les stratégies utilisées (Figure 25). Ces électrovannes sont également

contrdlées a 1’aide du programme Labview et reliées a la centrale d’acquisition et de commande.

Paroi pour dissocier les réacteurs en 2 x 3

réacteurs

Tubes fluorescent : néon de croissance Grolux

(Sylvania) et néon couleur « cool white »
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Nourrices de séparation et collecte du fluide

caloporteur (eau)

Boitiers de conversion de pH et O, 4

Rotametres pour régler le débit de gaz

Electrovannes

Bouteille de CO,/N, 9000 ppm (stratégie 1)
CO; pur (stratégie 2)

Figure 25 : Schéma et photo du pilote de culture de microalgues
1.2. Caractérisation des réacteurs

Afin de fiabiliser I’interprétation des résultats expérimentaux obtenus sur le pilote de
laboratoire, les 6 réacteurs ont été caractérisés en terme d’agitation et de répétabilité entre les

différents réacteurs.

1.2.1. Détermination de temps de séjour

Pour la caractérisation de 1’agitation des réacteurs, une détermination de temps de séjour
(DTS) a éte réalisee sur les 6 réacteurs afin de vérifier qu’ils sont assimilables a des réacteurs
parfaitement agités. La DTS est normalement réalisée sur des réacteurs continus alors que le pilote
est fait pour fonctionner en batch. Les réacteurs ont ainsi été aménageés afin de répondre a ce critere
lors des DTS. Le principe de cette détermination est de suivre 1’évolution de la concentration d’un
traceur lors du fonctionnement en continu. En fonction du type d’injection et de la forme du signal
en sortie, il est possible de déterminer s’il existe ou non des zones mortes et des courts-circuits.

Le traceur utilisé est du bleu de méthyléne, traceur coloré, qui a initialement été introduit
dans le réacteur a une concentration d’environ 1 mg/L. Il a été choisi de suivre la décroissance de la
densité optique a 660 nm en sortie du réacteur tandis que 1’entrée du réacteur était composée d’eau

(injection échelon).
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Figure 26 : Réponse expérimentale et théorique de la sortie d'un réacteur a un échelon lors de la détermination
de temps de séjour. La courbe théorique est en rose tandis que la courbe expérimentale est en bleu.

La concentration théorique en traceur en sortie du réacteur est définie par la relation

suivante :

L
C, = Cye HERT
Avec C; et Co (mg.L™") la concentration en traceur au temps t (s) et au temps initial
respectivement et HRT le temps de rétention hydraulique ().

Le signal de sortie est représenté sur la Figure 26. Les réponses expérimentales et théoriques
sont assez bien corrélées et ne présentent pas de signe important caractéristique de court-circuit ou
de zone morte. Les ordonnées a ’origine et pente des courbes linéarisées (logarithme népérien) sont
statistiquement identiques (P < 5%; test t-student). Les déterminations de temps de séjour ont donc

permis d’assimiler les 6 réacteurs a des réacteurs parfaitement agités.

1.2.2. Répétabilité du transfert de CO,

La mesure du coefficient de transfert gazeux, kia, a été réalisée afin de comparer I’injection
du CO; dans les 6 réacteurs. Le ki a a été mesuré dans de I’eau distillée a 25 °C avec une injection
d’air comprimé a un débit d’environ 0,5 L.min™". La Figure 27 représente le coefficient de transfert
dans les mémes conditions pour les 6 réacteurs. Le coefficient de variation observé est de 3.9 %,

cette faible valeur permet de valider 1’équivalence des 6 réacteurs en terme de transfert.
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Figure 27 : répétabilité du transfert gazeux dans les réacteurs.
1.2.3. Reépétabilité de croissance

Des tests ont été réalisés dans les mémes conditions sur les six réacteurs afin de vérifier la
répétabilité des résultats avec du digestat dilué au 30°™ (D1, CHAPITRE 2. Sous-chapitre 3. 1). La
température et la lumiére ont été fixées respectivement & 25 °C et 240 pmolE.m™.s™. De plus, la
régulation du pH a été réalisée par ajout automatique de CO; via la centrale d’acquisition et de
commande et le programme Labview.

La Figure 28 représente la croissance des microalgues dans un digestat dilu¢ afin d’atteindre
une densité optique initiale de 0,8 a 680 nm. La croissance non limitante est équivalente dans tous
les réacteurs. En comparant les pentes deux a deux avec un test de Fisher, les 6 courbes se révelent
identiques au risque de 5%. On observe cependant un coefficient de variation (cv) de 18%, la

variabilité étant principalement due au comptage manuel (cv de 7%) et a I’échantillonnage.
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Figure 28 : Répétabilité de croissance sur les 6 réacteurs
1.3. Conservation de I’inoculum

Pour I’ensemble des expérimentations conduites au cours de ce travail, il a été nécessaire
d’inoculer les réacteurs en début d’expérimentation avec un inoculum de microalgues/bactérie
adaptée.

L’entretien de cet inoculum dans le cadre de cette these est assez rustique. Il est réalisé dans
un aquarium de 25 L (60x24x20 cm utiles) dont les zones mortes des extrémités ont été réduites,
agité par circulation du mélange (Figure 29). En outre une lumiére minimum de 175 pmolE.m?2.s™
en surface latérale est apportée (en plus de la lumiére du soleil). L’éclairage est horizontal, afin
d’éviter que les particules flottantes ne réduisent la lumiére. Le pH, la densité optique et les
nutriments N, P, Cinorg Y SONt contrélées et I’ammonium et le carbone inorganique sont maintenus a
200 mg N-NH,".L™" (apporté par de I’engrais pour plantes vertes dopé en NH4CI) et 0.4 gC.L™
(apporté sous forme d’hydrogénocarbonate de sodium).

Le renouvellement de ce stock est fait de facon hebdomadaire afin de maintenir une densité
optique a 680 nm de 0,500 (soit environ 130 mg/L) dans les aquariums. De plus, un curage complet
est réalisé toutes les 2 semaines environ pour éliminer les microorganismes fixés sur les parois et

éviter une éventuelle accumulation de prédateurs (rotiferes, etc.).
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Figure 29 : Stock de microalgues

2. Analyses

Comme discuté au début de ce chapitre, la caractérisation de la croissance des microalgues
et de I’épuration des nutriments nécessite des analyses d’ordre chimiques, physiques et biologiques.
On retrouve notamment les MES, la densité optique, et le dénombrement qui vont permettre de
quantifier la population d’algues et des analyses élémentaires pour la caractériser (C, N et P).
L’évolution des bactéries hétérotrophes aérobies est suivie par technique culturale. De plus,
plusieurs méthodes de biologie moléculaire sont utilisees pour évaluer la diversité des communautés
et faire de la quantification bactérienne (extraction de I’ADN, qPCR, SSCP, clonage, etc.).
L’épuration des nutriments est quantifiée avec le suivi des formes azotées, du phosphore (PO,%) et
de quelques autres ions a I’aide de la chromatographie anionique et cationique. Toutes ces analyses

sont décrites dans les paragraphes suivants.

2.1. Caractérisation de la croissance algale et bactérienne
2.1.1. Matiéres en suspension

Les Matieres en suspension (MES) sont communément utilisées pour estimer une
concentration en biomasse. Dans le cadre de cette étude, cette mesure est réalisée sur des
échantillons, de 30 a 300 mL suivant la quantité disponible, apres centrifugation pendant 20 min a
17 700 g. La mesure de ce paramétre se fait par pesée du centrifugat aprés sechage en étuve a 105
°C pendant 48 h. La balance ayant une précision de 0,01 mg, I’incertitude de la mesure dans le cas
le plus défavorable est de 1’ordre de 4 % lorsque la concentration en biomasse est de 1 g.L™.

Toutefois, cette mesure ne permet pas de distinguer la fraction de bactéries, d’algues ou
encore de matiéres inertes la composant. Ainsi, cette mesure s’avere largement insuffisante pour

une etude precise de la croissance des microalgues en milieu chargé et des interactions avec les
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bactéries. Il est alors nécessaire de developper des techniques permettant de mieux distinguer les

concentrations spécifiques en algues et en bacteéries.

2.1.2. Densité optique

La densité optique est souvent utilisée pour estimer la croissance des microalgues. Sa
mesure est a la fois pratique, rapide et non destructrice. Cette méthode utilise une proportionnalité
entre la densité optique et la concentration en algues. Pour cela, il est toutefois nécessaire de
s’assurer que la mesure effectuée est bien dans la zone linéaire de la loi de Beer-Lambert, en diluant
I’échantillon si nécessaire. Dans notre cas, ces mesures de densité optique sont obtenues a 1’aide
d’un spectrophotométre UNICAM UV/Vis UV2 dans des cuves en plastique de chemin optique de
1cm.

La longueur d’onde choisie pour cette mesure est 680 nm, car elle correspond a un
maximum d’absorption de la chlorophylle a (Figure 30). Elle est donc particuliérement intéressante

pour estimer la croissance des microalgues.

Chlorophylle b
Chlorophylle a

Absorbance

1 I
T T
400 500 600 700

Longueur d'onde [nm]

400 500 600 700

Figure 30 : Spectre d'absorption de la chlorophylle

La pertinence de cette mesure est néanmoins a modérer dans le cas d’une mesure en milieu
de culture coloré tel que le digestat. En effet, la densité optique apportée par le digestat peut étre
largement supérieure a la D.O. propre aux algues. Ainsi, les évolutions du digestat et de la D.O.
associée rendent peu précis la quantification des algues par cette méthode notamment en début de

croissance en batch. De plus, la concentration en bactérie contribue aussi a la D.O. mesurée.
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D’autres techniques sont donc nécessaires pour caractériser la croissance des algues mais
également la croissance des autres microorganismes tels que les bactéries hétérotrophes afin de
préciser les observations apportées par la D.O.

2.1.3. Comptage et observation microscopique

Les techniques précédentes sont utiles pour estimer la quantité de microalgues, mais peuvent
étre biaisées ou moins sensibles a cause de la coloration de I’effluent (D.O.) ou la présence de
bactéries (MES). C’est pourquoi le comptage microscopique sur hémacytometre ou cellule de
Neubauer, est réalisé.

Les cellules algales observées sont principalement Scenedesmus sp. et Chlorella sp. Elles
sont respectivement longiformes et sphériques avec une taille de 5 a 12 um. Apres avoir injecté 100
pL d’échantillon entre la plaque de Neubauer et la lamelle, la plaque est observée avec un

microscope optique Nikon Eclipse 80i au grossissement x 200.

Le principe du dénombrement est de compter

manuellement les 4 grands carrés aux sommets et le grand

carré du centre (voir Figure 31). La plaque étant calibrée,

le volume correspondant a ces zones est connu et permet

d’étendre ce comptage a la concentration en microalgues.

Le nombre de cellules peut étre surestimé si des

. . . Figure 31 : Plaque de Neubauer
microalgues mortes sont dénombrées.

L’observation microscopique permet en outre d’estimer qualitativement les especes
présentes et ’apparition d’autres microorganismes tels des rotiferes, etc. Les microorganismes
visibles au grossissement sélectionné ont été identifiés a 1’aide du livre de Canler et al. (2011). Il

n’a pas été observé de rotiféres dans les cultures en réacteur.

2.1.4. Dénombrement des bactéries aérobies cultivables

La revue de littérature montre que les bactéries ont un impact sur 1’épuration et, méme si les
avis divergent, sur la croissance des microalgues. Dans tous les cas, elles sont capables de se
développer dans les digestats de méthanisation. Il est donc important de suivre leur évolution en
paralléle des microalgues.

La méthode culturale a été choisie pour sa simplicité, elle permet d’observer 1’évolution des

bactéries hétérotrophes cultivables. Le milieu de culture choisi est un milieu non sélectif, le TSYE
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(tryptone 1,7 %, peptone de soja 0.3 %, glucose 0.25 %, K,;HPO, 0.25 %, NaCl 0.25 %, agar agar
1.1 % et d’extrait de levure 0.6 %). La méthode consiste a réaliser des dilutions en séries des
échantillons dans de I’cau peptonée et d’étaler 100 uL des différentes dilutions sur boites contenant
le milieu de culture. Aprés incubation des colonies a 30°C pendant 2 jours, il est possible de
remonter au nombre d’UFC (Unité Formant Colonie) a partir du dénombrement et de 1a dilution.
Une incertitude de cette mesure reste cependant présente, quant a [’estimation de la
population globale, car toutes les bactéries hétérotrophes aérobies ne poussent pas sur le milieu de
culture (bactéries viables non cultivables). Cela permet toutefois d’avoir une tendance de la

croissance.

2.1.5. Biologie moléculaire

En complément des mesures précédemment réalisées, 1’évolution des communautés algales
et bactériennes a été caractérisée par des techniques de biologie moléculaire. La SSCP algale
couplée au clonage/séquencage est utilisée pour mettre en évidence 1I’évolution qualitative et semi-
quantitative des espéces de microalgues en présence. En complément du dénombrement bactérien
hétérotrophe (cultivable), les bactéries totales sont quantifiées en qPCR 16s. En préliminaire a ces

analyses, ’ADN a été extrait a I’aide d’un kit.

2.15.1. Extraction de I’ADN

Trois Kkits d’extraction ont eté comparés afin de retenir celui permettant d’obtenir, sur la
matrice étudiée, le meilleur rendement d’extraction d’ADN: le kit Mobio Power Soil® (MP) et le
kit Nucleo Spin for Soil® (NS) a lyse physique et le kit Quiagen Blood and Tissu® (QBT) a lyse
thermique. Les échantillons testés, issus d’une méme série de manipulation, ont été¢ prélevés au
début de I’expérimentation (TO) et apres 14 jours de culture (T14).

2 mL d’échantillon ont été centrifugés afin de répondre aux recommandations des kits a lyse
physique en termes de masse minimale tout en garantissant une meilleure répétabilité quant a la
masse du culot. Aprés centrifugation, le culot obtenu a éte peseé puis repris dans le tampon
correspondant au kit testé. Différentes modalités d’extraction ont été testées selon les kits QBT et

NS (Tableau 14).

Tableau 14 : Conditions testées pour les Kits QBT et NS
Kits Conditions testées Elution sur colonne

QBT Incubation a 56°C pendant : 2 élutions successives de 50 uL
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10 minutes
30 minutes
Tampons de lyse :
NS SL1 2 élutions successives de 50 pL
SL2

L’ADN a ensuite été analysé par électrophorése sur gel d’agarose a 0,7% et par
spectrophotométrie (Nanodrop®) afin d’estimer la quantité et la qualité d’ADN extrait puis testé en

gPCR bactérien sur les bactéries totales.

L’¢électrophorése révele la bande la plus intense et la plus nette pour le kit NS, notamment
lorsqu’il est utilisé avec le tampon de lyse SL2 a la premiére élution. C’est également avec ce kit
que I’on observe la plus faible trainée (smear), traduisant une meilleure qualité¢ de I’ADN. L’analyse
par spectrophotométrie montre une quantité et une qualité d’ADN extrait comparables pour les kits
QBT et NS, néanmoins, seul le kit NS permet une purification satisfaisante vis-a-vis des protéines.

Des gPCR bactériennes ont été réalisées, confirmant les observations précédentes.

Au regard de I’ensemble des résultats, le kit Nucleo Spin for Soil® a été retenu pour extraire

I’ADN puisqu’il permet d’extraire une plus grande quantité d’ADN et de meilleure qualité.

2.1.5.2. Quantification des bactéries totales

La PCR quantitative (Polymerase Chain Reaction) est une méthode de quantification ciblée,
suivant les amorces utilisées, qui utilise des sondes fluorescentes se fixant sur I’ADN. Le suivi de la
fluorescence au cours du temps d’amplification permet de déterminer le Ct (cycle threshold),
parametre utilisé pour quantifier ’ADN. A I’aide d’un étalonnage, il est possible de déterminer la
concentration d’ADN ciblé€ initialement présente dans 1’échantillon.

Les amorces utilisées pour la quantification des bactéries totales sont reportées dans le
Tableau 15.

Tableau 15 : Caractéristiques des amorces utilisées

. . T . s
Cibles Amorces Séquences (02) Taille (Pb) Reférences
Ferris et al.
GE116(F) ATGGCTGTCGTCAGCT
ADNT 16S 5 a3y (1996)
Bactérien Amann et
GE117(R) ACGGGCGGTGTGTAC al. (1995)
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F (foward) et R (reverse) se réfeérent a I’orientation des amorces sur la séquence ciblée.

# ammoniaque monooxygenase.

Les gPCR sont réalisées avec le thermocycleur Chromo 4® (Biorad). Les différents mix de

PCR et les programmes sont présentés dans les Tableaux 16 et 17.

Tableau 16 : Composition du mix utilisé pour la quantification par gPCR
Cibles Sybr Green® (uL) Amorces (hM) Eaux Ppi (uL) ADN (uL)
ADNr 16S Bactérien 12,5 600 Qsp 25uL 2

Le fluorochrome utilisé est le Sybr Green®. C’est un agent intercalant qui émet de la
fluorescence lorsqu’il est intégré a de ’ADN bicaténaire (pendant la phase d’¢longation des
amplicons). 1l est fourni par Biorad® dans un mélange comprenant également les dNTPs, la Taq

Polymérase et du MgCl,.

Tableau 17 : Programmation des qPCR
Cibles Activation de la Tag Dénaturation Fixation Elongation

ADNTr 16S Bactérien 10 min — 95°C 50 sec — 95°C 30 sec—55°C 30sec—72°C

Les gammes d’étalonnage des qPCR sont réalisees avec des plasmides quantifiés portant une
copie du géne d’intérét. Ils portent une copie de I’ADNr 16S d’Escherichia coli pour la g°PCR 16S.
Les tests sont effectués sur des extraits d’ADN dilués au 1/10°™ et au 1/100°™.

2.15.3. SSCP et clonage sur les microalgues

Afin d’observer 1’évolution des communautés algales et de les identifier, la SSCP (Single-
strand conformation polymorphism) et le clonage suivi d’un séquengage ont été sélectionnés.

La SSCP est une méthode permettant de séparer les fragments d’ADN en fonction de la
différence de migration de leurs différentes conformations dans un gel non dénaturant. Elle permet
d’obtenir des profils de communautés. Pour avoir une bonne taille d’ADN en intrant de la SSCP,
une PCR nichée a été choisie pour découper le fragment d’intérét (Tableau 18). Le principe de la
PCR nichée est de réaliser deux PCR successives avec des jeux d’amorces différents, la seconde
zone ciblée étant incluse dans le premier amplicon. Un couple d’amorce issu de la littérature a été
sélectionné pour amplifier I’ADN de Chlorophyceae (Valiente Moro et al. 2009), mais la taille de

I’amplicon est trop importante pour étre utilisé directement en SSCP. La seconde PCR (Eucaryote)
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permet de recouper une partie de ce fragment et de le réduire afin de conserver une partie de la

région variable de I’ADN en restant spécifique aux Chlorophyceae.

Tableau 18 : Caractéristiques des amorces utilisées pour la PCR nichée chlorophyceae

Tm  Taille
Cibles Amorces Séquences Références
) (°C) _ (Pb)
Chloro. -+ 5 GCCTATCTTGTTGGTCTGT Va"elntz Moro et
Chlorophyceae (F) al. (2009)
Eucaryote 1.5 003 Wery et
Euk (R) GGGCATCACAGACCTGTT al. (2008)
Euk (F) CTTAATTTGACTCAACACGG Godon et
al. (1997)
Eucaryote 56 246
Euk (R)  GGGCATCACAGACCTGTT Wery et
al. (2008)

F (foward) et R (reverse) se référent a 1’orientation des amorces sur la séquence ciblée.

La premiere PCR a été réalisée avec un mix de 200 nM dNTP, 1,5 mM MgCI2, 1,25 U Pfu
(Agilent), 500 nM des deux amorces, du tampon Pfu 1X et 1puL d’extrait d’ADN (dilué 10 fois). Le
volume total de réaction était de 25 pL. Les conditions de cette PCR sont les suivantes : une
premiére étape de dénaturation a 94 °C pendant 3 min, suivie de 30 cycles a 94 °C pendant 1 min,
puis 1 min a 59°C et 1 min a 72 °C. L’étape d’élongation finale dure 10 min a 72 °C.

La seconde PCR est réalisée avec les produits suivants : 400 nM dNTP, 500 nM de chaque
amorce, 2,5 U Pfu (Agilent), le tampon Pfu 1X et 1pL d’extraits d’ADN dilué au 10°™ ; le volume
de réaction final étant de 50 pL. Aprés une étape de dénaturation a 94 °C de 2 min, 25 cycles de
réactions a 94 °C pendant 1 min ont été réalises, ont suivi les étapes pendant une minute a 55 puis
72°C, et enfin une étape finale d’élongation a 72 °C pendant 10 min.

Ces réactions d’amplification ont été arrétées en refroidissant le mélange a 10 °C. La taille
des produits d’amplification a été confirmée par électrophorése sur gel d’agarose (TBE 1X 1,5 %
agarose (wt/vol)) avec 246 pb.

Les produits de PCR ont été séparés par CE-SSCP au centre de séquencage Biogenouest
(CNRS, Roscoff, France) pour la série de manipulation du chapitre 3 et au laboratoire d’Irstea
Rennes pour celle du chapitre 4.

Afin d’identifier les pics obtenus en SSCP, un clonage et un séquencage ont été realisés sur

des échantillons d’intérét pour récupérer séparément ’ADN pur des populations dominantes. Le
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clonage consiste a insérer un fragment d’ADN par vecteur (E. coli), qui est isolé sur boite de Petri et
va se multiplier, multipliant ainsi le fragment considéré ; chaque colonie comportant le méme
fragment d’ADN. Apres extraction, cet ADN pur peut ensuite étre utilisé en SSCP et comparé aux
pics de la communauté globale.

Les produits de PCR issus de la PCR Chlorophyceae-Eukaryote ont été clonés et
transformeés en cellules compétentes d’E. Coli avec le kit de clonage PCR StrataClone (Stratagene,
La Jolla, CA) en suivant les instructions du fabricant. Aprés croissance, les inserts des cellules d’E.
Coli ont été extraits avec les amorces ciblant le plasmide, T7 et P13. Un séquencage des clones co-
migrants avec les échantillons a ensuite été réalisé. Les séquences ont ainsi été identifiées avec
I’outil Basic Local Aligment Search Tool (BLAST) du centre américain pour les informations
biotechnologiques (NCBI; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) et le «Ribosomal Database
Project Il » (RDPII; http://rdp.cme.msu.edu/).

2.2. Caractérisation de I’épuration du milieu
2.2.1. Cations & anions

Afin de caractériser 1’épuration de I’influent et les interactions entre les différentes
processus, notamment la croissance des microalgues et la nitrification-dénitrification, les cations et
les anions doseés, dans le liquide interstitiel, sont les suivants :

> Na', NH,", K, Mg*, Ca?*
> CI,NO;, NOs, PO,*, SO

Les ions contenant de 1’azote et les ions phosphates sont assimilés par les microalgues, il est
donc particulierement important de suivre leur concentration. De plus, les microalgues produisent
de I’oxygéne lors de la photosynthese, atteignant une concentration en O, suffisante pour favoriser
la nitrification, les nitrites et les nitrates sont alors de bons indicateurs de 1’activité bactérienne
nitrifiante.

En outre, les autres ions sont utilisés par les algues pour croitre et ne doivent pas étre

limitant pour estimer la croissance.

L’analyse de ces cations et anions est réalisée par chromatographie ionique Metrohm 850
Professional IC, avec :
» Pour les cations: une colonne Metrosep C 4 avec pour éluant de [D’acide
dipicolinique/acide nitrique (0,9 mL/min)
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» Pour les anions: une colonne Metrosep A Supp 5 avec pour éluant du carbonate et

hydrogénocarbonate de sodium (0,7 mL/min)

2.2.2. Demande chimique en oxygene (DCO)

La demande chimique en oxygene (DCO) est réalisee selon la méthode normée, AFNOR NF
T 90-101. Elle a principalement été utilisée pour caractériser la matiére organique totale et soluble

des digestats.

2.2.3. Carbone total, inorganique et organique en solution

La concentration en carbone total (TC pour Total Carbon) et la concentration en carbone
inorganique total (TIC : Total Inorganic Carbon) sont déterminés a 1’aide d’un analyseur TOC-L
CPH Shimadzu. Pour la détermination du carbone total, une combustion seche a haute température
(720 °C) transforme la totalité du carbone de I’échantillon en CO,. Pour la détermination du
carbone inorganique, seules les formes inorganiques (HCO3', CO,, COs%) sont transformées en CO
a I’aide d’un barbotage dans 1’acide. Dans les 2 cas, le CO, généré est dosé par spectrométrie
infrarouge. La différence « carbone total - carbone inorganique » donne alors accés a la
concentration en carbone organique. Les échantillons ont été placés dans des flacons sans ciel
gazeux et I’analyse a ¢été effectuée extemporanément pour éviter une consommation de TIC entre le

prélevement et ’analyse.

2.3. Mesure du flux de photons photosynthétiques

Afin de mesurer le flux de photons photosynthétiques recu dans le milieu au cours des
expérimentations, un dispositif a été spécifiquement développé (Figure 32). La sonde fixée a son
extrémité est une sonde Delta Ohm LP471PAR reliée a un boitier HD2302.0.
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—— Curseur

Glissiere

Fente pour le passage du fil de la sonde

Pitons pour la mise en place

Tube de maintien
Sonde PAR

Figure 32 : Dispositif de mesure du flux de photons photosynthétiques dans la culture algale.

Le dispositif est calé sur le réacteur avec deux pitons a I’avant et deux pitons a 1’intérieur
(non visibles sur 1’image) pour éviter toute rotation ou translation. La sonde PAR
(Photosynthetically Active Radiation) est accrochée a I’extrémité d’un tube en PVC qui est fixé a
un curseur. Ce curseur peut étre déplacé dans la glissiere, la face avant de la sonde se trouvant de
2.35 a 4.8 cm de la paroi recevant la lumiére, afin d’avoir 2 mesures de flux différentes a distances
fixes. Le fil de la sonde passe par une fente prévue a cet effet pour lire le signal sur le boitier de

conversion.

3. Déroulement des expérimentations

Pour répondre aux problématiques principales, quatre séries d’expérimentations ont été
réalisées. Les sujets étudiés sont I’impact de la couleur de I’effluent et de la lumiére, I’impact du
phosphore, I’'impact de I’injection de carbone inorganique et le comportement de 1’écosysteme face

a des stratégies d’extraction des solides différentes en semi-continu.

3.1. Inoculum
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L’écosystéme planctonique a été fourni par
le Laboratoire de Biotechnologie et de
I’Environnement (LBE — INRA Narbonne). Il a été
prélevé d’un bassin extérieur de type « raceway »
alimenté avec un milieu synthétique et est dominé

par Scenedesmus sp. (voir Figure 33).

Figure 33 : Image microscopique de I'inoculum

Cet écosysteme avait initialement été isolé d’une lagune de traitement des eaux résiduaires

urbaines de la ville de Méze (34) dans le cadre du projet ANR Symbiose.

Lors de I’entretien de cet inoculum au laboratoire, la communauté algale a changé et la
communauté dominée par Scenedesmus sp. est devenue majoritairement composée de Chlorella sp.
Par conséquent, 1’inoculum utilisé dans les expérimentations suivantes s’en est trouvé impacté. La
communauté algal était dominée par Scenedesmus pour 1’étude de la couleur et de la lumiére et
dominée par Chlorella pour les autres. Les microalgues dominantes sont résumées dans le

paragraphe suivant pour chaque série d’expérience.

3.2. Déroulement des expérimentations

Avant le lancement, la préparation consiste en un nettoyage complet et une désinfection des
tubes en verre et des diffuseurs de gaz, ainsi qu’au calibrage des sondes oxygeéne et pH. Les rampes
de néons sont ensuite allumées pour fournir 1’énergie de croissance des microalgues. Il est reconnu
dans la littérature, que la forme de I’intensité lumineuse en fonction du temps, a fréquence, fraction
¢éclairée, angle d’incidence de la lumiére et accessibilité des algues a la lumiére égales, a une
influence sur ’efficacité photosynthétique (Brindley et al. 2011). Néanmoins, pour des raisons
pratiques, la lumiére est apportée par cycle 12/12h (sauf pour I’étude du carbone inorganique en
24/24h) sans gradient de lumiére. Le mélange du digestat, de I’inoculum (10 % en volume), de I’eau
et des éventuels nutriments supplémentaire est réalisé avant introduction dans les réacteurs afin de
permettre une bonne homogénéité. Les expériences ont été réalisées dans le dispositif expérimental
présenté en 1.1. Le Tableau 19 référence les différents changements de la méthode entre les 4 séries
d’expérience.

Le digestat utilisé lors de toutes les expériences a été D1 (Sous-chapitre 3. 1, p 115). Le

choix est di au fait qu’il soit 3 a 10 fois plus coloré que les deux autres digestats échantillonnés,
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permettant ainsi de limiter 1’apport en digestat pour mieux contréler les nutriments. Néanmoins, la
dilution de ce digestat a été adaptée pour les besoins de chaque étude. La phase liquide de ce
digestat a été a nouveau séparée en laboratoire par centrifugation (20 min, 17 700 g) afin d’éliminer
un maximum de particules résiduelles.

Enfin, les reacteurs sont remplis en 10 fois successivement afin d’avoir une bonne
répartition de la biomasse et des particules. Le cryothermostat est ensuite réglé pour maintenir une
température de 25 °C dans les réacteurs et la régulation suivant le pH est actionnée.

Tableau 19 : Variation de la méthode pour les différentes expériences.

Temps de
Coule_gr et Phosphore co, sejour des
lumiere solides et
fréquence
D.O. initiale (a 680 nm) 0,2a1,3 0,5 0,2 0,8
Quantité de digestats (%) 0,17a1,0 0,67 0,27 1,07
[N-NHg Tinitiale (Mg.L™) 100* 190* 60 104
[P-PO4* Tinitiate (Mg.L™) 1" 3467 10 18
Lumiére 12/12h 12/12h Continue 12h/12h
(umolE.m™?.s™) 40-250 250 250 250
. . Injection de  Injection de Injection Injection de
eRte?lélgtlon pH entre 6,95 co, co, JHCI co,
’ (100 %) (100 %) (0,3N) (100 %)
En fonction En fonction De0a0,13 En fonction
Dioxyde de carbone du pH du pH L.min™ du pH
100 % CO, 100% CO, 0.09% CO, 100 % CO,
Espéce dominante Scenedesmus Chlorella Chlorella Chlorella
Temps (j) 14 14 5 14 + 22

* . concentration adaptée avec des sels minéraux

Pour les expérimentations des chapitres 3, 4 et 6, le pH a été régulé entre 6,95 et 7,05 par
injection de CO, pur remplissant le double role d’acide, pour maitriser le pH, et de source de
carbone des autotrophes. Un apport forcé de dioxyde de carbone a aussi été réaliseé toutes les 45 min
en période éclairée pour fournir des quantités de carbone inorganique suffisantes aux algues. En

outre, afin d’éviter I’acidification observée dans des tests préliminaires lorsque la croissance algal
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était limitée, le pH a été ajusté avec 1.25 mL de NaOH 1M tous les 2 jours dans tous les réacteurs.
Cette quantité a permis de compenser les différences de pH dues a la respiration nocturne et de

fournir une quantité importante et maitrisée de CO,.

3.2.1. Chapitre 3 : couleur-lumiére

L’étude de I’influence de la couleur du milieu et de la lumiére a été réalisée en plan
d’expériences. Le plan choisi est un plan factoriel a 2 facteurs en surface de réponse qui a été
randomisé et avec des conditions dupliquées. De plus, 6 points au centre ont été ajoutés pour mieux
approcher la sensibilité¢ des résultats, ce qui donne un nombre total de 24 expériences. L’analyse
statistique a été realisée avec Statgraphics Centurion XV1 (StatPoint Technologies, Inc., USA).

La lumiére a été fixée a 50, 150 et 250 pmolE.m™2.s™ en déplacant la source lumineuse &
différentes distances des réacteurs. La couleur initiale du milieu a été fournie sur la base de la
densité optique & 680 nm et est égale & 1,3, 0,9, 0,5 et 0,2. Elle a été fixée en ajoutant différentes
quantités de digestat centrifugé (décrit précédemment) correspondant respectivement a 1,0, 0,7, 0,3
et 0,17 %v:v. Le milieu de culture a été adapté d’un digestat « standard » dilué au 10°™ pour
obtenir des concentrations ioniques équivalentes dans toutes les expériences. Les caractéristiques

des digestats et des sels utilisés sont récapitulés dans le Tableau 20.

Tableau 20 : Composition initiale en macronutriments du milieu de culture (chapitre 3)

Parameétre Sel concentration
Cl (mgcClLY 390

Na* (mgNalL™) 224
SO (mgSLY K2SO4 28

K* (mg KLY KCl 516
Mg?*  (mg Mg L) MqCl, 67

Ca? (mgCal®) CaCl, 52
NH,*  (mgN L™ NH.CI 102
PO~ (mgPL%Y NasPO4 1

Les autres nutriments, non listés dans le Tableau 20, ont été ajouté comme ceux du milieu de

culture Z8 (micronutriments de Gaffron), leur ratio étant calculé sur la base de 1’azote (Staub 1961,
Kotai 1972).
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Les manipulations ont ensuite été demarrées comme indiqué plus haut.

L’analyse de I’évolution des communautés a été réalisée sur les temps expérimentaux de 0,
2, 7 et 14 jours. Afin d’identifier les espéces d’algues présentes, 160 clones ont été sélectionnés
aléatoirement. Apres SSCP, 44 de ces clones ont éte sequencés selon leur adequation avec les

profils des échantillons.

3.2.2. Chapitre 4 : phosphore

Les essais pour étudier I’impact du ratio N:P sur 1’écosystéme ont été réalisées dans les
photobioréacteurs en triplicats. Le milieu était composé du digestat et de minéraux pour contréler la
composition initiale en nutriments. Les différents ratios N:P ont été imposés avec la concentration
en azote fixée et 4 niveaux de concentration en phosphore. Les expériences ont donc été menees en
2 fois puisque 12 expériences ont éte suivies.

Les ratios étudiés sont 3, 9, 26, 76 gN-NH,.gP-PO,™, ils ont été nommés respectivement
HPC, IPC1, IPC2 et LPC. Puisque la concentration en azote initiale est constante et égale a 190 mg
N.L™?, les concentrations en phosphore correspondant & ces conditions sont : 67, 23, 8, 3 mgP.L™.
Les autres nutriments ont été adaptés pour que leur concentration corresponde a un digestat
« standard » dilué au 10°™ quelle que soit les conditions. Les caractéristiques du digestat et des sels
utilisés pour 1’ajustement sont résumeés dans le Tableau 21. Les micronutriments ont été ajoutés
comme dans le 3.2.1 (p 105). Ensuite, des sels de Na3P0O4, 12 H20 ont été ajoutés en solution pour

remplir les conditions de concentration en phosphate.

Tableau 21 : Composition initiale en macronutriments du milieu de culture (chapitre 4)
Concentration

Parametre Sel dans le milie
Cl (mgcClLY 1380 + 50
S04 (mgSLY K,SO, 53+05
K*  (mgKLY KCl 573 + 11
Mg®*  (mgMgL™) MgCl, 62 + 15
Ca®* (mgcCal?) CaCl, 65 + 4
NH,*  (mgN LY NH,CI 190+ 9

Les expériences ont enfin été lancées comme décrit précédemment.
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Les analyses SSCP des temps initiaux et finaux ont été utilisées sur toutes les conditions afin
de caractériser 1’évolution des communautés. A ’aide des clones identifiés au chapitre 3 et de 50

clones additionnels les pics co-migrants ont pu étre identifiés.

3.2.3. Chapitre 5 : carbone

Les expérimentations du chapitre 5 sont de 3 sortes. Tout d’abord, I’étude du transfert
gazeux dans les réacteurs a été réalisée. Puis la croissance algale a été étudiée dans ces réacteurs
avec différents débits de CO,. Enfin, pour déterminer les constantes cinétiques de la croissance
algale relatives au carbone inorganique, des manipulations en jar-test ont été conduites. Pour ces
deux premiers types d’expérimentations, afin de mieux maitriser I’injection de CO,, il a été
nécessaire de modifier le systeme expérimental et d’adapter le déroulement des expériences en
conséquence. Le dispositif expérimental a été modifié en ajoutant des compteurs a gaz (0,016 — 2,5

m?>.h™) entre les rotamétres et les diffuseurs afin de mesurer précisément le débit.

3.2.3.1. Etude des transferts gazeux

La méthode dynamique, communément utilisée, a été choisie pour évaluer le k a. Cette
méthode comprend deux étapes principales, la désoxygénation et la réoxygénation. C’est lors de
cette deuxiéme étape qu’est déterminé le coefficient de transfert.

D’abord, un volume de 2,15 L de milieu est dégaz¢é par bullage d’azote (0,5 L.min'l) jusqu’a
¢limination compléte de 1’oxygene dissous. Ensuite, a to, le bullage est remplacé par une injection
d’air comprimé a 0,5 bar et un débit de 0,5 mL.min’, similaire au débit maximal utilisé lors des
expérimentations sur 1I’étude du CO, par la suite. La concentration d’oxygene dissous est alors
mesurée par intervalles de 5 secondes jusqu’a saturation du milieu a 1’aide de la sonde a oxygéne de
type Clark. Puisque la mesure est réalisée a la verticale a cause de la configuration des réacteurs, la
sonde a été équipée d’un déflecteur pour éviter 1’agglomération de bulles proches de 1’électrode qui
perturberaient la mesure. Enfin, ’exploitation se fait a 1’aide du tracé de la partie gauche de

I’expression suivante en fonction du temps, le k a est égal a la pente dans la partie linéaire.

[G:]sar_ [G:] =
In (—[G:]sar ) k|_a.t

L’impact du débit sur le kLa a ét¢ mesuré en duplicats en eau claire, les débits testés sont de
0:0,073:0,187 ;0,328 : 0,360 : 0,516 L.min™* dans la gamme de ceux utilisés dans la suite de cette

étude.
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Aprés avoir déterminé les ki a des différents réacteurs dans I’eau distillée, I’impact du milieu
en conditions expérimentales a été déterminé. Les coefficients de transfert ont donc été évalués en
présence d’algues et de digestat en duplicats. Afin d’éviter que les mesures ne soient faussées par la
production d’oxygene des algues, les expérimentations ont été réalisées a 1’abri de la lumiére. La
phase lumineuse de la photosynthése étant alors impossible, il n’y a pas de production d’O,. Les
concentrations algales choisies pour I’étude du kia sont de 5.10* et 1.10° cellules.mL™,
correspondant a des concentrations intermédiaires et hautes observées en cultures. Deux dilutions
0°™ et au 50°™

de digestat ont été étudiées, au 3 afin de représenter des dilutions proches de celles

utilisées au cours de la these.

3.2.3.2. Croissance en photobioréacteurs avec du CO, gazeux

L’étude de la croissance algale en photobioréacteurs a ensuite été étudiée en fonction de
différents débits de dioxyde de carbone.

Le pilote tel qu’utilisé dans les tests précédents n’était pas totalement adapté a cette partie de
I’étude, notamment concernant I’injection de CO, initialement congue pour une régulation du pH.
Ce pilote a donc été modifié pour répondre aux besoins de 1’étude. Dans cette nouvelle
configuration, I’injection de CO, est indépendante de la régulation du pH. Le pH est régulé entre
6,95 et 7,05 par I’injection d’HCI nécessaire pour compenser 1’augmentation de pH due a activité
algale. Pour cette régulation du pH, une pompe péristaltique (a huit galets, Ismatec) a été ajoutée a
chaque réacteur permettant un ajout d’HCI (0,3 N). L’ajout est commandé indépendamment pour
chaque réacteur en fonction du pH a I’aide du programme de commande. L’injection de dioxyde de
carbone est commandée par une électrovanne, par cycles de 15 mn d’injection de CO, par heure
pour chaque réacteur. Le gaz injecté utilisé est peu concentré (0,9 % CO,/N,) pour permettre une
injection a des débits assez importants, permettant ainsi une précision plus importante et une
vérification a ’aide des compteurs a gaz. Afin de moduler la quantité de CO, apportée a chaque
réacteur, le débit du gaz, fixé par les rotameétres, est paramétré pour chaque réacteur.

Le digestat utilisé (voir ci-dessus) a été apporté a hauteur de 0,27% environ, afin de
permettre des mesures de différences de concentration observables en nutriments sur un laps de
temps d’une semaine. Sa teneur en TIC initiale, de 92 mg.L™ aprés dilution au 50éme, s’est avérée
trop élevée pour permettre d’observer des différences de croissance dans nos conditions de culture.
Une pré-culture dans le digestat a donc été mise en place, visant a épurer la majeure partie du TIC
initial. Au bout de 3 jours, le milieu a été collecté et centrifugé afin d’éliminer la biomasse. Le

surnageant a été analysé en chromatographie ionique et la concentration en ions a été réajustée a
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leur concentration initiale, sauf pour le phosphore dont la concentration a été augmentée a 10 mg.L"
! pour ne pas qu’il soit limitant. La teneur en carbone inorganique au terme de ce prétraitement était
de 40 mg C.L™. Ce digestat appauvri en TIC a ensuite été ré-inoculé & 10% v:v (soit environ 2.10*
cellules.ml-1) comme décrit précédemment.

Les débits de CO, étudiés (15 min par h) sont 0,00 ; 0,26 ; 0,71 ;1,23 ; 1,35 et 1,95 L.h™ ;
ils ont été appelés dans cette étude QO, Q1, Q2, Q3, Q4 et Q5 respectivement. Les expériences ont

été menées sur 89 heures.

La détermination de la croissance de la biomasse a été réalisée a 1’aide du comptage des
microalgues, de la mesure de la densité optique et de la mesure des matiéres en suspension comme
décrit en 2 p 93. La productivité algale et le taux de croissance, |, ont été définis entre 17 et 65 h et
entre 48 et 72 h respectivement. Le Nitrogen Assimilation Rate (NAR) a été déterminé comme dans
le point 2 p 125.

3.2.3.3. Jar-test

En paralléle de ces expérimentations utilisant le CO, comme source de carbone, des
manipulations en jar-test ont été réalisées pour déterminer les constantes cinétiques des microalgues
relatives au carbone inorganique en s’affranchissant des transferts gazeux.

Le milieu de culture utilisé est un milieu synthétique, Z8 (Kotai 1972), modifié en
remplagant les ions NOs™ par NH," et dilué au dixiéme. Il a ensuite été inoculé comme dans les
autres expérimentations, I’agitation 4 120 rpm et la lumiére & 216 pmolE.m™?.s 24h/24 ont été
actionnés. Le carbone inorganique a été apporté sous forme d’hydrogénocarbonates de sodium.

Une fois I’inoculation réalisée (comme précédemment), le pH ainsi que la teneur en carbone

inorganique totale ont été mesurés 2 fois par jour et ajustés manuellement.

3.2.4. Chapitre 6 : SRT

Le pilote expérimental, initialement utilisé en réacteurs « batch » a été utilisé pour la
conduite d’expérimentations en semi-continu.

Les expériences ont été réalisées afin d’étudier 1’influence du temps de séjour des solides
(SRT) et de la stratégie d’alimentation (semi-continue) sur 1’élimination des nutriments (N et P) et
sur les mécanismes mis en jeu. D’un co6té, trois SRT ont été étudiés (2,5, 3,5 et 4,5 j) tandis que de
I’autre les stratégies d’alimentation ont €té examinés via la fréquence d’alimentation (1, 0,5 et 0,33

i™). Le résumé des expériences menées est présenté dans le Tableau 22.
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Tableau 22 : Conception des expériences pour étudier le temps de rétention des solides et la fréquence
d'alimentation.

S4F1 S3F1 S2F1 S3F1b  S3F0.5 S3F0.3

SRT (j) 4,5 3,5 2,5 3,5 3,5 3,5
Fréquence (j™) 1 1 1 1 0,5 0,33

% du volume retiré a
_ _ 22 29 40 29 57 86
chaque alimentation (L)

Tout d’abord, les microalgues ont été cultivées avec le digestat dilué au 30éme en batch
pendant 14 jours comme décrit dans la partie 3.2.2 (p 106). Aprés cette période de croissance
initiale, une partie des solides, principalement les microalgues, a été périodiquement retirée en
fonction du SRT et de la fréquence d’extraction de la biomasse (fg). La séparation des solides a été
réalisée pour chaque réacteur sur une fraction du volume a 1’aide de centrifugations (20 min, 17 700
g) ; apres séparation, le surnageant a été remis dans le réacteur. Le processus a ainsi été répété
pendant 5 jours en fonction de la fréquence d’extraction (soit 1, 2 ou 5 fois) ; tous les 6 jours le
surnageant est remplacé par le digestat centrifugé dilué afin de ramener des nutriments dans le
milieu. Il a été choisi de remettre le digestat traité pendant 5 jours afin de pouvoir mieux observer
I’épuration des nutriments. De plus, au vue de la teneur ¢levée en nutriments des digestats, il est
nécessaire de recirculer le liquide interstitiel, afin d’épurer correctement 1’effluent.

Suite a la période initiale en mode « batch », le mode d’alimentation en semi-continu a été
appliqué pendant 3 SRT pour atteindre le régime de stabilisation, puis la croissance algale ainsi que
I’épuration des nutriments ont été¢ étudiés pendant au moins un temps de sé€jour des solides (a
minima 3 jours).

La productivité a été calculée en fonction de la concentration a stabilisation en algues et de
la fraction d’effluent retiré sur le temps considéré.

Prod = [microalgues] x (1- fraction retiree) x 1000 / tps

Avec Prod, la productivité en microalgues (cells.L™.j"), [microalgues], la concentration en
microalgues en cells.mL-1 et tps, le temps entre deux extractions (j).

L’azote assimilé a été calculé a partir de la productivité algale. Lorsque 1’ammoniaque était
épuisée, I’assimilation a été attribuée sur les nitrites et nitrates (NOx). Comme expliqué dans le

texte, le défaut de bilan sur I’azote a été intégralement attribué a la dénitrification de 1’azote oxyd¢.
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Les barres d’erreur indiquées sur les figures correspondent a I’écart type entre les duplicats
(SRT : 3,5 ; fréquence : 1 j*) ramenés a chaque condition afin d’apprécier les variations et
tendances des parametres. Les expériences S3F1 et S3F1b ont donc été regroupées pour 1’analyse

des résultats.

4. Calage et simulation

A partir de modeéles biocinétiques, il est possible de simuler la croissance algale et
I’épuration associée. Ces modéles utilisent un certain nombre de paramétres qu’il est nécessaire de
déterminer avant I’utilisation en simulation. Cette opération de détermination s’appelle le calage, ou

data fitting en anglais.

La méthode de calage consiste a simuler les expériences avec un jeu de paramétre (non
calé), puis a comparer les valeurs simulées aux valeurs expérimentales et a 1’aide d’un algorithme
qui cherche a minimiser cet écart (Annexe 4). La comparaison aux valeurs expérimentales se fait
avec la méthode des moindres carrés. Cela consiste a sommer le carré des différences entre valeurs
expérimentales et simulées, la valeur ainsi obtenue est caractéristique de 1’écart aux données
expérimentales. Nous avons réalisé le data fitting a 1’aide de Scilab 5.3.3 en utilisant un algorithme
Nelder-Mead (Nelder and Mead 1965), un algorithme simplex de recherche directe. Cet algorithme
va réaliser des itérations en modifiant le jeu de paramétre a chaque fois afin de réduire les moindres
carrés au minimum.

La simulation de la croissance et de 1’épuration associée consiste a résoudre les équations
différentielles comme présenté en 1.2 (p 75). Sous Scilab, la fonction utilisée pour résoudre ces
équations est la fonction ODE, solveur d’équations différentielles ordinaires. Elle nécessite une
initialisation (yo), une gamme de temps et les équations différentielles et renvoie les solutions pour
chaque temps.
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Chapitre 3.Etude et modélisation des interactions entre la lumiére et la couleur du digestat sur la
dynamique d’un écosystéme microalgues/bactéries et la dynamique de 1’azote associée

Avant-propos :

Ce chapitre est consacré a 1’étude de la couleur du digestat et de la lumiére sur la croissance
algale. Le digestat étant trés coloré, il reduit la pénétration de la lumiére dans le milieu et donc la
quantité de photons disponible. Par conséquent, la croissance des microalgues autotrophes, ayant
besoin de lumiére pour se multiplier, s’en trouve impactée.

La premiére partie de ce chapitre contient la caractérisation de 3 digestats en termes
d’analyse chimique mais aussi de la couleur.

Ensuite, le deuxiéme sous-chapitre présente 1’é¢tude de lumiére et de la couleur de I’influent
sur la croissance algale en photobioréacteurs, a 1’aide d’un plan d’expériences. 1l est présenté sous
forme de publication qui est intitulée : “Digestate color and light intensity affect nutrient removal
and competition phenomena in a microalgal-bacterial ecosystem”. Cet article a été publié dans
Water Research (Marcilhac et al. 2014).

Cette étude, bien qu’ayant donné des résultats intéressants pour comprendre, a été effectué
en batch, en petit volume de réacteur et avec une configuration spécifique. Afin de transposer ces
résultats a un procédé continu avec une grandeur et une configuration différente la modélisation est
un outil adapté. Dans le sous-chapitre 3, un modele a donc été développé a partir des données
obtenues lors de ces expériences afin de mieux quantifier les cinétiques et les impacts et les

transposer a d’autres conditions plus proches des conditions réelles.
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Sous-chapitre 3. 1. Caractérisation des digestats

Comme mentionné précédemment, un enjeu majeur de cette étude concerne 1’influence des
caractéristiques spécifiques de I'influent étudié, le digestat, sur la croissance des microalgues et les
interactions avec les bactéries. Il est donc important de bien connaitre les caractéristiques de
digestats de méthanisation issus d’effluent d’¢levage mais également leur diversité inter-sites et
temporelle. Dans ce cadre, en lien avec d’autres projets de 1’unité de recherche, notamment le projet
ANR DIVA (Caractérisation des Dlgestats et de leurs filieres de Valorisation Agronomique), les
digestats de deux installations de méthanisation agricoles a la ferme (D1 et D2) et d’une installation

de méthanisation agricole et territoriale collective (D3) ont été spécifiquement caractérisés sur 1 an.

1. Caractéristiqgues des unités de méthanisation

Le Tableau 23 montre la composition des différents intrants des 3 sites de méthanisation
choisis. lls traitent en majorité des déchets d’élevage. On retrouve respectivement du fumier bovin,

du fumier de bovin/cheval et du lisier de porc pour D1, D2 et D3.

Tableau 23 : Intrants des unités de méthanisation

Site Intrant Quantité (%)

D1 Fumier bovin 79-88
Temps de séjour : Céreales 6-11
60 a 67 j. Eau/lisier 6-11

D2 Fumier bovin/cheval (9:1) 58
Temps de séjour : Ensilage sorgho, oignon, carottes, fruits et 4-32

30j. legumes, ensilage herbe

Pate a papier 10-38
D3 Lisier de porc 35-55
Temps de séjour : Boues physico-chimiques d’abattoir 19-34
56 j. a5 mois (post  Boues graisseuses (IAA) 6-14
digestion) Matiéres stercoraires 11-21
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Ces trois unités de méthanisation utilisent la codigestion comme la majorité des sites de
méthanisation agricole, c'est-a-dire qu’ils mélangent les intrants de fagon a augmenter la production
de biogaz. En effet, les déchets d’élevage ont des pouvoirs méthanogénes assez faibles comparés a
certains co-substrats, tels que des graisses de flottation de station d’épuration. En revanche la
méthanisation de quantités importantes de graisses seules est trés difficile a cause des acides gras a
longues chaines et de la production inhibitrice d’acides gras volatils. Suivant les situations
géographiques et les activités agricoles, les intrants peuvent étre tres différents, il est donc important
de caractériser les digestats de facon physico-chimique. En fonction des sites, le temps de sejour

dans le réacteur de méthanisation varie de 30 a 70 jours.

2. Caractérisation chimique

2.1. Digestats bruts

Les digestats bruts ont été caractérisés en termes de matieres seches 5 fois sur une période
d’un an et 3 fois sur la méme période en termes de demande chimique en oxygeéne (DCO) (Trémier
et al. 2014). Le Tableau 24 montre les moyennes annuelles avec les écarts types pour ces deux
parametres. On peut voir une certaine constance pour chaque site sur I’année au vu des faibles
écarts types. Une différence significative de composition peut étre soulignée entre D1 et les deux
autres digestats bruts. D1 est environ trois fois plus concentré en matieres séches et en DCO que les

autres.

Tableau 24 : Composition en matiéres séches et DCO des 3 digestats bruts considérés, valeurs moyennées sur 1

an
Matieres

DCO
séches ET (g Oukg MB™) ET

(%) g U2.Kg
D1 17,4 1,7 163,6 8,1
D2 5,7 0,4 56,9 55
D3 6,4 1,8 63,0 8,3

Les gammes de valeurs obtenues pour les matieres seches sont similaires a celles
synthétisées dans le rapport de ’ADEME de 2011 et la thése de Cécile Teglia (ADEME 2011;

Teglia 2011 ). De la méme maniére, la DCO de ces digestats correspond a la littérature pour une
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gamme de 20 & 130 g O,.kg MB™, excepté la DCO de D1 qui est un peu plus élevé (Girault 2008;
Girault et al. 2013 ; Quideau and Lagadec 2013)

2.2. Phase liquide du digestat

De maniére générale, une séparation de phase est installée sur site apres la méthanisation
telle qu’une centrifugeuse ou une presse a vis. Il en résulte une phase solide, qui est le plus souvent
compostée ou exportée, et une phase liquide soit épandue soit post-traitee.

La matiére organique de la phase liquide du digestat des 3 sites, représentée par la
composition en matiéres seches (MS) et de la demande chimique en oxygene (DCO), est aussi assez
constante sur 1 an (voir Figure 34). On peut cependant remarquer que les teneurs sont trés
différentes selon les sites. Comme pour les digestats bruts, les différences intrasites sont aussi trés

marquées.
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Figure 34 : Evolution du pourcentage de matiéres séches (MS) et de la demande chimique en oxygéne (DCO) des
phases liquides de 3 digestats agricoles sur 1 an

Les abattements de MS et de DCO de la phase liquide par rapport au digestats bruts sont
respectivement de 23 et 21 et de 25 et 20 % pour D1 et D2. Ces deux installations sont équipées de
presse a vis, ce qui explique les rendements d’abattement équivalents, méme si les caractéristiques
de I’effluent sont aussi importantes.

L’efficacité¢ de la séparation pour D3 augmente vers 75 et 81 % concernant les MS et la
DCO respectivement. La séparation liquide/solide utilisant une centrifugeuse avec ajout de
polymere est plus poussée sur cette installation. Pour des caractéristiques globales proches de D2,
I’abattement des particules pour D3 est plus important, ce qui montre clairement 1’effet de

I’équipement.
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Les résultats des analyses élémentaires sur la phase liquide sont présentés dans le Tableau
25. On peut relever une tres forte hétérogéneité ionique entre les 3 digestats. La forte teneur en ions
de D1 est sans doute due a la présence de MES dans la « phase liquide » a cause d’une séparation
liquide-solide incompléte. Des particules fines dont certaines minérales (struvite, etc.) ont alors

probablement été quantifiées dans la phase liquide.

Tableau 25 : Composition chimique de la phase liquide de digestats de lisiers agricoles(en mg/L)
D1 moyen D 2 moyen D3 moyen

Phase liquide Phase liquide Phase liquide

P soluple 720 57 131 mg P/L

N sotuble 3510 2450 4547 mg N/L

K soluble 2953 1804 1403 mg K/L
Mg 41.9 14.1 <6.3 g MgO/kg MS
Ca 77.6 44.8 7.0 g CaO/kg MS
Cu 127.8 126.9 24.0 mg Cu/kg MS
Zn 697.4 529.0 142.1 mg Zn/kg MS

Les ratios N/P sur les solubles s’étendent de 4,87 pour D1 a 42,98 g N/g P pour D2 (D3 :
34.71 g N/g P). On retrouve des ratios similaires dans la littérature entre 3 et 30 (Cafiizares-
Villanueva et al. 1994; Park et al. 2009; Levine et al. 2011; Chen et al. 2012). Néanmoins, le
digestat D2 est légérement au-dessus de cette gamme.

Dans les lisiers, plus particulierement dans les lisiers de porc, seulement une faible fraction
du phosphore est soluble (4-10 %) alors que la majorité (60-85 %) est précipité (Daumer et al.
2004). Une faible variation des quantités précipitées a cause de changements dans la composition
ionique ou du pH peut ainsi induire de forts changements des concentrations en P soluble. Cela peut
expliquer les hétérogenéités entre les sites de la concentration en phosphore soluble et des ratios
N/P. De plus, les co-substrats de la digestion anaérobie peuvent avoir un réle significatif sur la
composition (1.1, p 32).

Le magnésium est en assez faible quantité dans le digestat D3, ce qui peut poser des
problémes quant a I’utilisation dans une culture algale comme ont pu le remarquer Park et al.
(2010). En revanche, les teneurs en zinc et en cuivre sont élevées pour D1 et D2. De maniere
générale, le cuivre et le zinc sont fortement liés a la matieére organique particulaire, montrant qu’il

reste des MES dans la phase liquide de ces digestats.
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3. Caractérisation optique

La caractérisation optique est importante pour ce type de substrat a cause de leur forte
absorption de la lumiére et donc de I’accessibilit¢ des microalgues a 1’énergie lumineuse. La
pénétration de la lumiere a été observée par absorbance visible a 1’aide d’un spectrophotométre. La

gamme de longueur d’onde scannée s’étend de 475 & 800 nm.
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Figure 35 : Spectre d’absorption entre 475 et 800 nm de 3 digestats agricoles centrifugés et dilués 10 fois (D1, D2
et D3) provenant de 3 installations différentes. A montre la phase liquide prélevée sur site et son évolution au
cours du temps (T1, T2 et T3), B montre la méme phase davantage séparée au laboratoire.

La Figure 35.A représente les spectres d’absorption des phases liquides diluées 10 fois,
prélevées sur site, de 3 digestats agricoles a 3 différents temps d’échantillonnages sur une année
(2/2012, 5/2012, 7/2012). Tous les digestats absorbent sur ’intégralité du spectre (475-800 nm)
avec une prédominance pour les plus faibles longueurs d’onde. L’énergie que captent les
microalgues se trouve sur cette gamme de longueur d’ondes. On observe, comme pour la
caractérisation chimique, une forte variabilité intra-site avec une faible absorption de la lumiere
pour D3 et une forte pour D1. Ces différences proviennent principalement de la technique de
séparation employée, la séparation étant plus poussée pour D3 que pour D1. L’évolution temporelle
des digestats sur chaque site est trés faible, excepté pour D3 dont la différence peut étre expliquée
par le fait que I’installation était en démarrage au moment du prélévement. La D.O. de D1 sature a
cette dilution, mais a plus forte dilution, les spectres correspondant aux 3 temps sont comparables.
Cette stabilité temporelle est probablement due au fait que la digestion anaérobie est un procédé
fonctionnant a des temps de séjour hydraulique élevés, entre 30 et 65 jours pour D1, D2 et D3.

La séparation liquide/solide est différente suivant les installations. En effet, comme le

montre la figure B, représentant les mémes digestats apres une séparation des solides plus poussée,
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la densité optique apres séparation en laboratoire est plus faible pour D1 et D2 montrant qu’une
grosse partie de la D.O. est en fait particulaire. La fraction liquide ne correspond pas forcément a la
fraction soluble, la centrifugation en laboratoire supplémentaire nous permet d’approcher de cette
fraction soluble. Le cas de D2 est des plus flagrant, car la D.O. est réduite de 94 % apreés
centrifugation au laboratoire. En revanche, la séparation sur site du digestat D3 est plus poussée
utilisant du polymere, la séparation additionnelle en laboratoire ne semble pas éliminer plus de
particules.

Bien que I’hétérogénéité entre les sites ait été réduite apres une séparation additionnelle, elle
reste cependant trés significative. L’origine des différences vient probablement de 1’exploitation des
fermes qui utilisent plus ou moins d’eau de lavage, ou encore de 1’origine des intrants
complémentaires. Au vu de ces données, on ne peut pas esperer traiter ces digestats avec des algues
avec la méme efficacité, par exemple, la lumiere disponible serait alors plus forte pour D2 que pour
D1.

La Figure 36 présente I’absorbance de D3 a 474, 680 et 800 nm en fonction de la dilution.
L’absorbance n’est pas linéaire en fonction de la dilution pour les digestats sur toute la gamme. En
effet, pour une dilution plus faible que 3/100 a 5/100 il n’y a plus de proportionnalité. En revanche,
pour de plus fortes dilutions, la loi de Beer-Lambert est applicable. Cette observation est importante
pour I’exploitation des bassins de microalgues. Par exemple en tenant compte seulement de la
coloration de I’effluent pour D3, entre un effluent non dilué et un effluent dilué par moitié, la
diminution de D.O. est d’environ 27 % et non 50% (correspondant a une zone linéaire). Ces
observations se retrouvent sur les trois échantillons, la linéarité est obtenue pour des dilutions a 1, 4

et 15 % pour D1, D2 et D3 respectivement.
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Figure 36 : Vérification de la linéarité en fonction de la dilution sur des phases liquides des digestats agricoles
(D2)
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RESUME

Au cours de la digestion anaérobie, les nutriments sont minéralisés et peuvent nécessiter un
post-traitement pour une valorisation optimum. La culture autotrophe de microalgues en utilisant le
surnageant des digestats comme substrat est une solution promettante, cependant la couleur de
I’affluent pose probléme. Tout d’abord, la couleur de 3 digestats différents a été étudiée et les
résultats obtenus ont montré une forte hétérogénéité intrasite, bien que leur couleur reste plutot
constante dans le temps. Les digestats absorbent la lumiere sur le spectre visible complet et restent
colorés, méme aprés une dilution au 10°™. Ensuite, I’impact de la lumiére et de la couleur du milieu
a été évalue sur la croissance de Scenedesmus sp. et sur I’élimination de I’azote. Le plan
d’expériences a mené a la construction d’un modéle pour prédire I’impact de la couleur de 1’affluent
et de I’intensité de la lumiére sur I’assimilation de 1’azote. L’¢élimination maximum de 1’azote (8.5
mgN-NH,".L™.d™?) a été observée pour un densité optique initiale de 0.221 et une lumiére de 244
umolE.m2s™ et le modéle a permis de déterminer une élimination en condition réelle entre 15.9
and 22.7 mgN-NH,*.L™.d™ en fonction du niveau de dilution du milieu et de la couleur associée.
Les changements des communautés de microalgues ont été suivis et ont révélé I’avantage de
Chlorella sur Scenedesmus lorsque la lumiére est limitante. De plus, les expériences ont montré que
les microalgues sont de meilleures compétitrices pour les nutriments lorsque le phosphore est
limitant. En outre, la nitrification a été limitée par la croissance algale, méme lorsque P n’était pas

limitant.
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ABSTRACT

During anaerobic digestion, nutrients are mineralized and may require post-treatment for
optimum valorization. The cultivation of autotrophic microalgae using the digestate supernatant is a
promising solution; however the dark color of the influent poses a serious problem. First, the color
of the digestates was studied and the results obtained using three different digestates demonstrated a
strong heterogeneity although their color remained rather constant over time. The digestates
absorbed light over the whole visible spectrum and remained colored even after a ten-fold dilution.
Secondly, the impact of light and of substrate color on the growth of Scenedesmus sp. and on
nitrogen removal were assessed. These experiments led to the construction of a model for predicting
the impact of influent color and light intensity on N removal. Maximum N removal (8.5 mgN-
NH,*.L™.d™%) was observed with an initial optical density of 0.221 and 244 pmolE.m2s™ light and
the model allows to determine N removal between 15.9 and 22.7 mgN-NH,".L'.d" in real
conditions according to the dilution level of the influent and related color. Changes in the
microalgae community were monitored and revealed the advantage of Chlorella over Scenedesmus
under light-limitation. Additionally microalgae outcompeted nitrifying bacteria and experiments
showed how microalgae become better competitors for nutrients when phosphorus is limiting.

Furthermore, nitrification was limited by microalgae growth, even when P was not limiting.

Highlights:
O.D. of diluted (1/10) supernatant digestate ranged between 0.19 and 2.35 at 680 nm
Digestates absorb throughout the visible spectrum
Nitrogen removal up to 8.5 mgN-NH,*.L ™ .d™ in colored media
Growth of microalgae limits growth of ammonia-oxidizing bacteria

Chlorella is a better competitor for light than Scenedesmus
Keywords: digestate, microalgae, color, light, AOB community evolution.

1. Introduction

Within intensive livestock farming systems such as found in Brittany (France), the over-
application of manure on agricultural soils leads to nitrogen and phosphorus discharge into the

aquatic environment, resulting in serious eutrophication problems and decreasing water quality
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(Jongbloed and Lenis 1998). Manures are heterogeneous complex substrates that contain volatile
compounds like ammonia. Such substrates are difficult to handle in an environmentally-friendly
way and bad management can lead to losses into the atmosphere, increasing environmental impacts
and decreasing recycling efficiency. For example, ammonia emissions from pig slurry used as crop
fertilizer without prior treatment represent up to 50% loss of total excreted nitrogen (Portejoie et al.
2003). Simultaneously, anaerobic digestion of livestock waste is becoming increasingly common in
Europe, since it can produce renewable energy and reduce direct and indirect greenhouse gas
emissions. However, the nitrogen and phosphorus contents of the waste are not modified by
anaerobic digestion, and the increase in pH and ammonia content may further increase potential
losses into the atmosphere (Massé et al. 2011). Consequently, additional post-treatment is required
to improve nutrient recovery through better management either to reduce environmental impacts
and/or to allow them to be exported from the intensive livestock breeding region. Accumulating
mineralized nutrients in autotrophic microalgal biomass by cultivating microalgae, using the
digestate as substrate, was identified as an efficient way to achieve this objective (Lens et al. 2001).
In addition, the combination of the two treatments allows better use of the energy that is produced
in cogeneration by using excess heat for microalgae growth. If the flue gas produced by
cogeneration is used as a carbon source for the cultivation of microalgae, thereby reducing the
amount of carbon dioxide released into the atmosphere, the global carbon print will also be reduced.
After the nutrients have been accumulated in the biomass and harvested, the microalgae could then
be exported and used as organic “slow release fertilizer” (Mulbry et al. 2005; Patel et al. 2012) thus
reducing short term ammonia emissions and losses.

Consequently, such a process allowing recycling nutrients from manure or digestate or quite
similar effluents by means of cultivating microalgae has previously been studied (de la Noue and
Basseres 1989; Tam and Wong 1994; Sevrin-Reyssac et al. 1996; Molinuevo-Salces et al. 2010;
Park et al. 2010; Levine et al. 2011). However, the biomass productivity observed in these studies
varied greatly from 31 to 332 mg DW.L™.d™, with nitrogen removal rate varying from 3.4 to 36.5
mgN.L™.d™ considering a N content of 11 % in the microalgae biomass. Additionally, the data
based on DW productivity included the heterotrophic biomass growth with the microalgae growth.
The heterotrophic biomass could be significant, with such concentrated effluents and the exact
microalgae productivity rate is consequently not well-known. In the same way, when data are based
on N removal rate, the processes involved including microalgae growth but also NH3 stripping and
nitrification/denitrification are often not well quantified whereas these processes other than

microalgae growth could represent more than 50% of N removal in some cases (de Godos et al.
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2009). Moreover, the impact of the effluent characteristics and the related effect of the cultivating
conditions are little documented while one of the main difficulties involved in the use of digestate
as substrate for the cultivation of microalgae is the dark color of the influent (Gonzalez-Fernandez
et al. 2011). The dark color reduces light penetration and hence the amount of light available for the
autotrophic growth of microalgae. The growth of microalgae in such a medium requires its dilution,
mainly to promote light penetration, but also to reduce the high nutrient content, which could inhibit
growth (Azov and Goldman 1982). Light penetration depends not only on the color of the influent
but can also be reduced by too high concentrations of microalgae (Fallowfield and Garrett 1985),
which in turn, depend on the culture conditions and the initial concentration of microalgae. The
amount of water used to dilute the digestate during the process has to be as small as possible not
only to ensure the process is economical and ecological but also that it is feasible. In another
connection, the intensity of the color not only reduces light penetration, but could also be
responsible for a change in species composition (Bartosh and Banks 2007). However, despite the
important role of the color of the influent in the efficiency and consequently the feasibility of the
recycling process, data on the characteristics of the digestate and their impact on the growth of

microalgae are rare.
The aim of this work was thus to characterize the color of digestates and to quantify the
effect of their color and light intensity on microalgae growth (quantity and species) in order to be

able to predict microalgae growth and nutrient assimilation yields.

2. Materials and methods

The color of digestates from three industrial sites was characterized over the period of a year
to observe differences between the three sites as well as any changes the digestates may have
undergone with time. The ability of light to penetrate different colored digestates and microalgae
concentrations was measured to compare their influence.

To study the effect of the intensity of the light and the color of the digestate on microalgae
growth, batch experiments were carried out at laboratory scale according to an experimental design.
Different colored influents and light intensity conditions were tested to measure microalgae growth
and nutrient removal over a period of 14 days. At the beginning of each experiment, the reactors
were seeded with an inoculum mainly composed of microalgae. Microalgae growth and nutrient
removal yields were monitored as a function of the light and color conditions, and changes in the

microalgae species were measured by comparing initial and final states.
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2.1. Characterization of digestates

Three digestates originating from farm anaerobic digesters (D1 and D2) and collective
anaerobic digester (D3) facilities were monitored over a period of one year. Anaerobic digestion
inputs were cattle manure, cereal waste and cattle slurry (D1), cattle manure, vegetable waste and
paper paste (D2), and pig slurry and activated and greasy sludge from a slaughterhouse and
wastewater treatment plant (D3). The three digestates studied corresponded to a supernatant
resulting from decanter centrifuge separation with polymer addition (D3) and screw press (D1 &
D2).

Digestates were sampled five times over a period of one year (9/2011, 11/2011, 2/2012,
4/2012, 6/2012). The ammonium content of each sample was measured each time, whereas the
phosphate content was measured the two first times. The color of the digestates was also

determined.

2.2. Inoculum

A complex phytoplanctonic ecosystem, called “inoculum” was used in the experiments. It
comes from an open high rate algal pond (INRA Narbonne, France) dedicated to the treatment of
synthetic wastewater and was originally sampled from an urban wastewater treatment pond located
in Meze (France). The microalgae populations mainly belong to the Chlorophyta taxon and are
dominated by Scenedesmus sp. However, other algae genera, including Chlorella sp., are present in
small amounts, along with bacteria. The green algae Scenedesmus sp. was chosen because it has
frequently been observed growing on manure and digestate (Sevrin-Reyssac et al. 1996;

Molinuevo-Salces et al. 2010).

2.3. Pilot and methods

The study was carried out using an experimental design with two variables: the initial color
of the influent and the light provided at the surface of the reactor. The chosen experimental design
was a 2-factor factorial surface response, randomized with some duplicated conditions. In addition,
six center points were added to better approximate the sensitivity of the results to reach a total of 24
experiments. Statistical analysis was performed using Statgraphics Centurion XVI (StatPoint

Technologies, Inc., USA). A wall was built to separate the reactors into two groups of three to make
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it possible to provide two different levels of light during each run. The 14-day period combined
with low initial microalgae concentration was chosen after preliminary trials (not shown) to get a
good accuracy on microalgae growth while limiting self-shading and nutrient depletion.

The algae were cultivated in six 2.5 L cylindrical reactors. The temperature was maintained
at 25 °C and mixing was set at 230 rpm (Figure 37). pH was monitored using gel-filled pH
electrodes and regulated between 6.95 and 7.05 every 30 s by the addition of pure carbon dioxide at
a flow rate of approximately 150 mL.s™ for 0.1s. CO, was added through solenoid valves activated
by a data logger (Agilent 34970) combined with a special software developed using Labview
(version 11.0). In addition to the regulation described above, CO, was added at 45-min intervals
during the day to avoid carbon limitation in the absence of regulation. To avoid acidification, which
had been observed during preliminary tests when microalgae growth was limited, the pH was
adjusted by adding 1.25 mL of NaOH 1M every second day to each reactor. This made it possible to
compensate for any differences due to night respiration and to supply a large amount of carbon
dioxide with regulation.
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Figure 37 : Schematic diagram of the experimental set up

Light was supplied by fluorescent bulbs (4 Grolux Sylvania 30W 8500K and 4 cool white
30W 4000K) and regulated according to the photosynthetic photon flux at the surface of the
reactors. This was set at 50, 150 and 250 pmolE.m™2.s™ by shifting the light source to different
distances from the reactor. A 12h/12h light/dark regime was used.

The initial color of the influent was provided by the supernatant of centrifuged digestate.

The fixed color levels inside the reactor at the beginning of the experiment were set on the basis of
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optical density at 680 nm (O.D.) and were equal to 1.3, 0.9, 0.5 and 0.2, respectively. These values
were obtained by adding different quantities of digestate (corresponding respectively to 1.0, 0.7, 0.3
and 0.17% v:v) in a growth medium. The digestate used for these experiments came from D1. This
digestate was chosen because of its high optical density at 680 nm (O.D.) which made it possible to
minimize the quantity added to reach the desired O.D. and hence minimize differences between
each run other than the level of O.D. The composition of the growth medium was adapted from a
“standard” 1/10 diluted digestate to obtain similar concentrations irrespective of the experimental
conditions. Nutrients were equilibrated by adding salts based on the amount of digestate added to
achieve the desired color. The characteristics of the digestate and the salts used are listed in Table
26.

Tableau 26 : Initial composition of macronutrients of the growth medium

concentratio

Parameter Salt 0
Cl (mgcClLY 390
Na* (mgNaL™) 224

SO (mgsSLY K230, 28
K*  (mgKLY KCI 516

Mg®  (mg Mg L™ MgCl, 67
Ca?* (mgCal?® CaCl, 52

NH,*  (mgNL?Y) NH,CI 102

PO,> (mgP L") NasPO, 1

Nitrogen and phosphorus concentrations were reduced compared to the concentrations of the
other compounds to better represent process conditions, when nitrogen and phosphorus are removed
by microorganisms. The N:P mass ratio used in the experiments (about 100) was quite high
compared to those cited in the literature where the N:P ratio varied between 3 and 30 (Park et al.
2009; Levine et al. 2011), however it was close to the N:P ratio measured in the D1 used for our
experiments. Other nutrients, which are not listed in Table 1, were added as Z8 media (Staub 1961;
Kotai 1972), their ratio was calculated on a nitrogen basis. Z8 trace elements were added at a rate of
1% of the total volume of the influent.

Finally, for each run, the reactor was filled with inoculum (approximately 10% v:v to reach

about 8.5x10° microalgae.mL™), digestate and growth media were supplemented with trace
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elements to reach the desired conditions, after which the light regime and pH regulation was
activated. Each batch experiment lasted 14 days. Based on the methodology described above, all the
parameters, except those we wished to study (e.g. color and light), were considered to be identical

for each run.

2.4. Analytical measurements
2.4.1. Color of the digestate and light penetration

The color of the digestate and any changes in color were determined by measuring optical
density (OD) on the visible spectrum, with a Unicam UV/Vis UV2 spectrometer. Variability was
assessed by monitoring the three digestates at three separate dates (2/2012, 5/2012, 7/2012). To
estimate the impact of on-site liquid/solid separation, spectra were measured on raw liquid digestate
and on the same phase after separation by centrifugation at 18 000 rpm for 20 min in the laboratory.

The photosynthetic photon flux was monitored during all batch experiments to observe the
respective impacts of the concentration of the microalgae and color of the digestate. To this end,
two locations were chosen inside the reactors, 2.3 and 4.8 cm from the surface of the culture vessel.
The system used for measurement was a Delta Ohm HD2302.0 with a LP471PAR probe. Four
dilutions of D1 were compared to reach O.D. values of 0.22, 0.36, 0.89 and 1.36 at 680 nm with

different concentrations of microalgae.

2.4.2. Nutrient analysis

During the course of each 14-day experiment, cations (Na*, NH,", K*, Mg?*, Ca®") and
anions (CI, NO;,, NO3, POs*, SO4%) were analyzed, every two days using a Metrohm 850
Professional IC Anion.

The nitrogen assimilation rate (NAR) corresponding to the nitrogen assimilated by the
microorganisms, was calculated on a nitrogen balance basis using NH,", NO, and NOz
concentrations and considering no loss of nitrogen as gas (N, or NH3). Due to the amount of oxygen
produced by the microalgae and the very low level of biodegradable carbon, denitrification was
considered to be negligible. Similarly, due to the pH level (about 7) and the low level of liquid/gas
transfer, NHj3 stripping was also considered as negligible. A nitrogen mass balance made on a few

runs confirmed both hypotheses.
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The rate of production of NOXx, nitrite, and nitrate represents the activity of ammonia
oxidizing bacteria, and, for the same reason as above, no nitrogen was considered to be lost from
the system.

NAR (mg.L™?) and NOXPR (mg.L™) were calculated as follows:

(e9. 1) NAR = (([NH4"] + [NO2] + [NO3])o - (([NH4] + [NO2] + [NO3])14) / number of
days

(eg. 2) NOXPR = (([NO2T + [NO31)14-(INO2T + [NO371)o) / number of days

where day 0 and day 14 were the initial and final days considered. All these concentrations

are expressed in mg N.L™,

2.4.3. Determination of biomass growth

To evaluate microalgae growth, the number of cells and optical density (O.D.) at 680 nm
were measured every second day using a Unicam UV/Vis UV2 spectrometer. Microalgae cells were
also counted manually using a Neubauer cell counting chamber. Microalgae productivity over the
14- day experiment was calculated according to equation 3 using data from the Neubauer cell
counting chamber. The O.D. usually used to evaluate microalgae growth could not be applied in the
present case due to the color of the digestate and to potential changes during the course of the
experiment. However, O.D. data were used to exclude outlier data from cell counting on the basis of
the correlation between the increase in OD680 and the number of cells. Data that were outside the +
20% limits of this correlation were excluded. Indeed, manual counting can be a source of incorrect
estimation of the population count due to sampling and homogenization problems. For the
calculation of productivity, the integration period began two days after the beginning of the
experiment to avoid initial lag phase perturbation or a wrong estimation due to a too small initial
cell count.

(eq. 3) Pmax= (C14-C)/(t14-t2)

where Cy4 and C; are the number of cells at time ty4 (final time) and t; respectively in cells.L
! The maximum productivity is expressed in Cells.L™.d™.

Cultivable heterotrophic bacteria (UFC.mL™) were quantified by counting them in triplicate.
Samples were diluted in series in peptone water up to 10, then 100 pL of the three last dilutions

were spread on TSYE, nonselective medium. The boxes were then incubated at 30 ° C for 48 h.

2.4.4. Capillary Electrophoresis-SSCP analysis
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Nested PCRs were performed for the Chlorophyceae taxon. The first PCR CE-SSCP
targeted Chlorophyceae (F) with 5°-TGGCCTATCTTGTTGGTGTGT-3’ primer (Valiente Moro et
al. 2009), and eukaryotes (R) with 5>-CTTAATTTGACTCAACACGG-3’ primer. The reaction
mixture consisted of 200 nM dNTP, 1.5 mM MgCl,, 1.25 U Pfu (Agilent), 500 nM of each primer
Pfu buffer 1X and 1 pL DNA extract (10-fold dilutions). The final reaction volume was 25 pL.
PCR conditions were as follows: an initial denaturation step at 94 °C for 3 min, followed by 30
cycles at 94 °C for 1 min, at 59 °C for 1 min, and at 72 °C for 1 min. Then a final elongation step
run for 10 min at 72 °C.

The second PCR was performed for the  Eukaryotes  with  5°-
CTTAATTTGACTCAACACGG-3’ and 5°-GGGCATCACAGACCTGTT-3’ primers. The reaction
mix was 400 nM dNTP, 500 nM each of primer:, 2.5U Pfu (Agilent), Pfu buffer 1X and 1 uL DNA
extracts (10-fold dilutions). The final reaction volume was 50 pL. After a denaturation step at 94 °C
for 2 min, the reactions were carried out by 25 cycles at 94 °C for 1 min, at 55 °C for 1 min and at
72 °C for 1 min plus a final elongation step at 72 °C for 10 min.

Both PCR reactions were stopped by cooling the mixture to 10 °C. The size of the
amplification products was confirmed by agarose gel electrophoresis (TBE 1X 1.5% agarose
(wt/vol)) with 246 pb. The resulting PCR products were separated by CE-SSCP at the Sequencing
Facility of Biogenouest (CNRS, Roscoff, France).

2.4.5. Cloning and sequencing

Cloning was performed on four PCR products selected according to the
CE-SSCP profiles (with the most numerous and highest peaks) of Chlorophyceae-Eukaryote. The purified
PCR products from the Chlorophyceae-Eukaryote PCR (with Tag polymerase, unlabelled) were cloned and
transformed into competent E. coli cells with the StrataClone PCR cloning kit (Stratagene, La Jolla, CA)
following the manufacturer's instructions. A total of 160 clones were randomly selected. E. coli with inserts
of proper size were screened by PCR on colonies using plasmid-targeted primers T7 and P13.

PCR products were analyzed by CE-SSCP PCR for Eukaryote at Biogenouest. Inserts yielding a
peak that co-migrated with distinguishable peaks from the samples CE-SSCP profiles were sequenced for
peak identification.

A total of 44 clones were sequenced at Biogenouest. DNA sequences were identified by
comparison with their closest relatives identified in databases using the Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) from the National Center for Biotechnology Information (NCBI,
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) and the Ribosomal Database Project Il (RDPII;
http://rdp.cme.msu.edu/).
SSCP results are expressed by representing the size of each identified genus as a proportion

of the total size of the peaks identified.

3. Results and discussion

3.1. Characterization of the digestate

The composition and O.D. of the digestates were characterized over the period of a year to
assess their variability between each site and with time.

The ammonium and phosphate contents of digestates are listed in Table 27. Ammonium
concentrations ranged from 2.4 to 4.6 gN.L™. These differences can be chiefly explained by the
origin of the substrates used within the process. Phosphate contents varied from 26 to 121 mgP.L™
with a high standard deviation. In manure, particularly pig slurry, only a small proportion of
phosphorus is soluble (4 -10%) while the majority (60-85%) is precipitated (Daumer et al. 2004).
Consequently, a small variation in the precipitated quantity due to a change in ionic composition or
in pH could result in major changes in the soluble concentration. This could be the principal
explanation for the significant differences observed between sites but also for the important
differences observed between sampling dates at the same site. The N:P ratio of these samples
ranged from 38 to 135 gNH4-N.gPO4-P™ and results indicated that this ratio could vary greatly, not
only from one site to another, but also with time at a given site.

Table 27 : Mean composition of the liquid phase of the three digestates (+ standard deviation)

D1 D2 D3
NH4-N (g.L™) 35+1 2.4+0.2 4.6+0.6
PO4-P (mg.L™) 26 + 24 45+ 3 121+ 90
N:P (gN.gP™) 135 53 38

The color of the liquid digestate was measured by visible absorbance on ten-fold diluted
digestates, over a range of wavelengths from 475 to 800 nm corresponding to the light that can be
used by microalgae. Figure 38 shows the spectra of the diluted liquid digestates straight after on-site
liquid/solid separation (A) and after further centrifugation at the laboratory (B). All digestates were
found to absorb across the entire visible spectrum, with a stronger absorption intensity over the
lower half. Marked heterogeneity was observed between the three facilities. The differences can be

attributed to both farm management, implying different quantities of water used for washing
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operations, and to the origin of the inputs. The digestates cannot be assumed to be processed by
microalgae with the same ease and efficiency, as the degree of dilution to allow the development of
microalgae differs. Figure 38A illustrates how the digestates remained relatively constant over time,
except for one sample from D3, whose difference could be explained by the fact that the sample
was collected during the starting —up of the facilities. D1 was shown with the same dilution as the

others, but it saturated the signal. When more diluted, D1 remained quite constant over time.
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Figure 38 : Absorption spectra between 475 and 800 nm of 3 ten-fold diluted liquid phases of digestates (D1, D2
& D3) from the three different facilities. A shows the liquid phases sampled on site and how they evolved over
time (T1, T2 & T3), B shows the same phases after further centrifugation at the laboratory.

However, variability with time was found to be lower than the differences between sites.
The constant color of the digestates over time facilitates nutrient removal by microalgae. This
temporal stability can be due to the fact that anaerobic digestion is a process with a long hydraulic
retention time, from 30 to 65 days in the present study.

The spectra in Figure 38B show that on-site separation of liquids and solids at D1 and D2
was not optimal and that particles were still present afterwards, digestate 2 being a particularly good
example, since the optical density at 680 nm decreased from 3.2 to 0.2 when the digestate
underwent further separation at the laboratory. The spectrum of the D3 digestate did not change due
to a better on-site separation process and to the addition of a polymer. Although heterogeneity
between the three digestates was reduced after further separation at the laboratory, it still remained

significant.

3.2. Biomass growth and nitrogen removal
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The experimental design was analyzed on the basis of microalgae productivity and nitrogen
removal rate. Analysis consisted in determining and quantifying the impact of the initial color and

available light on the two parameters over the 14 days of the experiment.

The microalgae growth obtained in the best conditions for growth within our trials (O.D. of
0.221 and a light level of 244 pmolE.m™.s™) is represented in Figure 39.
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Figure 39 : Microalgae growth over time of the optimal condition considered in this study (O.D. of 0.221 and a
light level of 244 umolE.m™2.s™).

Due to limitation (light/ influent color/self-shading), the growth of the microorganisms did
not fit exponential curves and the specific growth rate could thus not be clearly determined.
However, in this case, the maximum microalgae growth was reached at the beginning between days
2 and 6 and equal to 5.88.10 cells.L™.d™* and the related maximum dynamic nitrogen assimilation
rate is 8.5 mg N.L™.d™*. A similar trend has been reported on pig manure in literature between 0.5
and 12 mgN.L™.d* (Sevrin-Reyssac et al. 1996; Sevrin-Reyssac 1998) and higher nitrogen removal
rates in animal sewage were also observed but, as discussed in the introduction, without clear
knowledge on the processes involved. The trends of the curves obtained for all conditions are very
different and the determination of the maximum growth rate for each case is difficult and not
accurate. For this reason, microalgae growth was measured by calculating productivity between day
2 and day 14 by linear regression to compare the conditions.

Considering all trials performed, a good correlation between the nitrogen assimilation rate
and microalgae productivity was found (R2 = 0.68). The intercept of the regression line being close

to zero indicates that the quantity of nitrogen assimilated by the bacteria can be considered
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negligible in comparison to the quantity of nitrogen assimilated by algae. This was verified by the
quantification of total bacteria (QPCR) and heterotrophic cultivable bacteria in the reactors. They
followed the same trend in all the experiments; bacteria developed from 8.5x10* to 1.0x10’
CFU.mL™ between the first two days and then remained constant until the end of the experiment.
For the same reason, no major denitrification occurred in either experiment, because denitrified
nitrogen would have been included in the NAR. It can thus be concluded that the majority of
nitrogen was consumed by microalgae. Furthermore, with the slope of the regression line the mean
quantity of nitrogen required by microalgae cells could be calculated. By forcing the line through
zero, the empirical value for microalgae N content was estimated at 1.44x107 mg N.cells™
corresponding to 60.9 mg N.g TSS™. On one hand, Dickinson et al. (2013) found a protein content
of 150 to 400 mg protein.g TSS™ for Scenedesmus sp. grown on municipal wastewater. Based on an
N protein content of about 16%, this corresponds to 24 - 64 mg N.g TSS™. The results of the
present study are similar to those of Dickinson et al. On another hand, other authors reported higher
protein content, i.e. reaching 50% to 70% corresponding to 80 to 112 mg N.g TSS™ (Wu and Pond
1981; Olguin et al. 2003; Molinuevo-Salces et al. 2010). All these data confirmed that, firstly,
biomass growth observed in our experiments is mainly carried out by microalgae and, secondly, the
observed nitrogen removal is mainly due to microalgae growth.

Nutrient removal was based on nitrogen assimilation, as nitrogen is one of the target
elements to be removed and the quantities of phosphorus were too small to obtain accurate results.
Since ammonium is partially transformed into nitrite and nitrate by nitrification, the mass balance of
the ionic forms of nitrogen was used to calculate the nitrogen assimilation rate. The impact of light
and influent color was then considered calculating the decrease (expressed as percentage) according
to the data obtained in the optimal condition considered in this study (O.D. of 0.221 and a light

level of 244 umolE.m?.s™).
The impact of light and influent color on nutrient removal was plotted in Figure 40 as the

percentage of the maximum Nitrogen Assimilation Rate (NAR, calculated over the duration of the

experiment).
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Figure 40 : Response surface for the reduction of nitrogen assimilation rate (% of maximum NAR)as a function
of optical density (O.D.) and light. Blue dots represent experimental points and red lines represent the deviation
from the model.

Statistical analysis of the experimental design highlighted the significant influence (P <
0.05) of light and of the initial color of the effluent on both productivity and NAR attenuation.
Nevertheless, the two quadratic and interaction terms were not significant in the chosen ranges.

As expected, the impact of light was positive, because microalgae are photoautotrophic
microorganisms. The linearity of productivity and NAR with light showed no light saturation or
inhibition between 50 and 250 pumolE.m™2.s™ in this matrix.

The influence of initial optical density (i.e. the parameter that was chosen to represent
color), on productivity and NAR was negative. This can be explained by the fact that the increase in
O.D. reduced light penetration and therefore the quantity of light in the medium. Theoretically, the
quantity of digestate should influence the growth in process as it would increase the quantity of
nutrients. However, in this case, nutrients were equilibrated on the same basis in all experiments in
order to avoid this coupling. In the chosen range of optical densities and light, the impact of light
was equivalent to that of color because it reduced the NAR by 60 %, and the color reduced the
productivity by 60 %. Consequently, even in the case of a highly colored effluent, growth is both
affected by the light that is available in the prevailing conditions and by the color. It is therefore

possible to remove nitrogen even at higher O.D. if there is sufficient light.

The concentrations of other macronutrients including magnesium and potassium did not
change during the course of the experiments. However, potassium and especially magnesium are
required for microalgae growth (Becker 1994). Indeed, magnesium is the chelator ion of the

chlorophyll complex, which is a major photosynthetic pigment in many algal species, and is also
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present in enzymatic cofactors. Park et al. (2010) observed that Mg can be limiting during a
continuous process, because it is highly consumed. Bjornsson et al. (2013) reported that Mg is
limiting for growth in pig slurry digestate. Our results compared with other results from literature
show that Mg and K were not limiting and were even in large excess in this matrix.

For process design, a compromise has to be made between a little diluted digestate (high
0.D.) leading to a low N-removal and a higher N-removal (low O.D.) which requires higher prior
dilution and thus implies a need for water. In the example of the digestate D2 and considering a
light of 900 pmolE.m?s™ (mean value in Brittany during the day), the undiluted centrifuged
digestate would correspond to the maximum N-assimilation of 15.9 mg.L™*.d™" (based on our
previous results and considering an extension of the model) requiring a pond volume of 150 m® per
m?® digestate input. The same liquid digestate diluted 10-fold (NAR: 22.7 mgN.L™.d™) would then
require a volume of 106 m® per m® digestate input. The needed volume is significant in all cases
leading to a hydraulic retention time (HRT) higher than the microalgae residence time considered
optimal around 2-4 days. This would require a recirculation of the treated digestate within the pond
after microalgae harvesting. However, other means than dilution are possible to increase NAR by
reducing the optical density of digestates such as further liquid-solid separation, coagulation-
flocculation, etc. to optimize the process. Furthermore, it could be possible to enhance other N-
removal mechanisms (nitrification-denitrification) in microalgal culturing with the oxygen

production as has been highlighted in literature.

3.3. Light penetration

As already shown by the results presented above, the color of the influent (expressed as O.D
at 680 nm in the model) restricted the growth of microalgae due to limited light penetration.
However, penetration of light was also limited by the concentration of microalgae which increased
over the course of the experiments. The relative importance of the color of the medium and of the
concentration of microalgae on available light were also studied by measuring the photosynthetic
photon flux during the experiments at a distance of 2.3 cm and 4.8 cm from the surface of the
reactor (Figure 41). The impact of the concentration of microalgae on available light was higher at
low O.D. than at high O.D. Indeed, when the medium is less colored, the effect of self-shading is
more important. At 4.8 cm, the photosynthetic photon flux received was close to zero, whatever the
concentration of microalgae, for an O.D. of 0.89 and 1.36 and for a microalgae concentration of
more than 3.0x10° cells.mL™ for the lower optical densities.
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Figure 41 : Photosynthetic photon flux (PPF) measured in the digestate matrix of different optical densities
containing Scenedesmus sp. The light provided was 240 pmolE.m-2.s-1 and the PPF was measured at 2.3 (A) and
4.8 cm (B) from the surface. Optical densities ranged from 0.22 to 1.36 at 680 nm.

When the substrate is highly colored, mixing has to be sufficient to allow the microalgae to
receive enough light, otherwise light would be only available at the surface. Even in the case of
colorless effluents, available light in the lower layers becomes scarce when the microalgae reach a
certain concentration. Therefore, the impact of optical density on light availability is less important
than the level of light provided because, independently of color, self-shading makes light available
at the surface only. Nevertheless, the maximum microalgae concentration remains driven by the

initial O.D. since color still reduces light availability.

3.4. Interaction of microalgae with nitrifying bacteria

The goal of the process is to accumulate phosphorus and nitrogen in microalgal biomass.
Even if Scenedesmus and Chlorella can grow on nitrite and nitrate, nitrification has to be controlled.
Either it has to be restricted as much as possible, to prevent denitrification depleting the ammonia
pool when oxygen concentration is low (night) to valorize the nutrients, or on the contrary to be
enhanced by produced oxygen to remove nitrogen via denitrification.

During our experiments, microalgae growth was never found to be limited by ammonia
depletion thanks to the high initial ammonia concentration and potentially to nitrite and nitrate
formed when nitrification occurred. Consequently, as shown by the results presented above,
nitrification had no impact on microalgae growth (which was mainly impacted by light and O.D.).
On the contrary, the nitrification rate appeared to be influenced by P limitation and also by
microalgae growth.

In fact, P-limitation had a strong impact on nitrification, even though microalgae growth did
not appear to be limited by phosphorus depletion. The results of productivity and nitrogen

assimilation modeling were relatively accurate, even when phosphorus was limited. Phosphorus
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was considered limiting when its concentration reached 0.1 mg PO,-P.L™ or below. In fact, the
nitrification rates observed when P was limited are close to zero, whereas these rates are 2-3 mg N-
NOx.L™.d™ on average when P was not limited, revealing that competition for phosphorus between
AOB and microalgae favors microalgae, as suggested by Risgaard-Petersen et al. (2004).

In addition to the impact of P on nitrification, our results also reveal an effect of microalgae
growth. When plotting the nitrification rate (NOXPR) as a function of the nitrogen assimilation rate
(NAR) in non-phosphorus-limiting experiments, the NOXPR decreased linearly as follows: NOxPR
= 4.6 — 0.85 x NAR (R2 = 0.73), with NOXPR and NAR in mgN.L™.d™. The nitrification rate
dropped from 5 mg N-NOx.L™.d™, when assimilation and consequently microalgae growth was
limited, to less than 1 mg N-NOx.L™.d™ when N assimilation reached 4-5 mg N-NH,".L™*.d™". The
apparent antagonism between microalgae and nitrifying bacteria thus appears to favor microalgae.
The nature of the antagonism is uncertain, but as only non-phosphorus-limiting experiments were
considered and initial micronutrients were available in sufficient quantity, the competitive exclusion
of N or P, as suggested by Risgaard-Petersen et al. (2004), cannot be assumed. Choi et al. (2010)
also observed nitrification reduction and hypothesized that it could be due to competition for a

carbon source. Nevertheless, the true mechanisms still need to be demonstrated.

3.5. Evolution of communities of microalgae

Initial microalgae populations were mainly composed of Scenedesmus sp. (98%) and, to a
lesser extent, of Chlorella sp (2%). During the experiments, following the protocol of Nubel et al.
(1997), no cyanobacteria were found. Each Chlorophyceae CE-SSCP profile obtained during the
14-day batch growth showed a series of peaks. By using BLAST, the amplified sequences of the
clones that co-migrated with peaks at the beginning of the profiles showed 98-100% homology with
a sequence of Chlorella sp. (GenBank: KC492074.1). The clones that co-migrated with peaks at the
end of the profiles showed 97%-99% homology with sequences of two genera: Scenedesmus sp.
(GenBank: JQ315579.1) and Desmodesmus sp. (GenBank: AB818541.1). Although the genus status
has been given to Desmodesmus, based on 18S and ITS2 rDNA phylogenies (Kessler et al. 1997;
An et al. 1999; van Hannen et al. 2002), Desmodesmus is closely related to Scenedesmus and has
been considered as a subgenus of Scenedesmus (Vanormelingen et al. 2007). Therefore, the peaks

identified as Desmodesmus and Scenedesmus were considered to be part of the Scenedesmus genus.

A B C
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Figure 42 : Changes in microalgae communities under different light availability levels. Favorable (A),
intermediate (B) and unfavorable (C) light conditions for microalgae were chosen as part of the experimental
design. Genera identified were Scenedesmus sp. (55333) and Chlorella sp. (&==). The solid line represents the
light measured 4.8 cm from the surface of the culture vessel. TO, T2, T8 and T14 respectively represent the
initial, 2nd, 8th and 14th day of the experiment.

Figure 42 shows changes in the microalgae population analyzed from the CE-SSP profiles
under three different light levels. Conditions A, B and C correspond respectively to favorable,
intermediate and unfavorable conditions for microalgae growth. In all three cases, the proportion of
the two genera was constant between initial time and T2. The relative proportion of Chlorella
increased from T8 in both favorable and unfavorable conditions whereas in the intermediate
condition, it remained almost constant. This led to the hypothesis that Chlorella appears when the
light is scarce. Indeed, in case C, available light was low both due to the low light provided and to
high optical density, resulting in an advantage for Chlorella over Scenedesmus. In case A, initial
available light was high, favoring strong microalgae growth leading to self-shading. In cases A and
C, the photosynthetic photon flux measured 2.3 and 4.8 cm from the surface from day 8 to day 14
were lower than in case B. Our hypothesis is in agreement with that of Huisman et al. (1999) who
found that Scenedesmus had a higher critical light intensity than Chlorella, inferring that Chlorella
would be a better light competitor than Scenedesmus. These results therefore suggest that it would
be a difficult task to maintain Scenedesmus in full size reactors if the light supply is not efficient

(dead zones, high microalgae concentration, colored media, etc.).

4. Conclusion

The color of the digestate varied greatly between the facilities probably due to the
characteristics of the AD inputs. However, temporal variability at each AD site was relatively low.
Additionally, the results we obtained revealed a positive impact of the light provided and a negative

impact of color on microalgae growth and associated removal of N. These results could be used to
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define a design according to light/O.D. parameters. The light provided had the same impact on
microalgae growth and nutrient removal as did optical density. The data obtained highlight the tight
relationship between nitrifying bacteria and microalgae, the latter limiting the growth of AOB.

Moreover, Chlorella sp. proved to be a better competitor for light than Scenedesmus sp.
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Sous-chapitre 3. 3. Modélisation de la limitation de la lumiére

L’étude de la couleur a été effectuée dans le sous-chapitre précédent en batch et sur de petits
volumes de réacteurs. Les résultats obtenus montrent bien I’importance de la pénétration de la
lumiere, mais il reste difficile avec ces seuls résultats de les transposer a un procédé continu (ou
semi-continu) en grandeur réelle avec une configuration différente. Dans cet objectif, la
modélisation biocinétique est un outil adapté et a donc été développée a partir des résultats
précédents afin de pouvoir mieux quantifier les cinétiques et les impacts et les transposer a d'autres
conditions plus proches des conditions reelles.

La modélisation biocinétique couplée avec les interactions « quantité de lumiere » et
« couleur de I’influent » a été réalisée dans ce travail de these afin d’approcher les phénomeénes
biologiques et physico-chimiques et étre capable d’estimer la croissance des algues et 1’élimination
des nutriments dans des conditions différentes de celles des expérimentations realisées. Cette
approche numeérique reste partielle et nécessiterait des investigations et des validations plus
poussées mais permettra toutefois de réaliser des investigations préliminaires sur le procédé

envisageé.

1. Les modéles de croissance algale

Plusieurs modeles biocinétiques peuvent étre utilisés pour représenter la croissance en
fonction de I’intensité lumineuse considérée comme un substrat tels que Monod (1941), Ramesh
(1997), Moser (1958). Le choix a été porté sur des modeles simples. En revanche, 1’atténuation de
la lumiére par les microalgues (self-shading) et la couleur de I’effluent compliquent le calcul de
I’intensité lumineuse disponible. Un modele biocinétique intégrant ces deux variables a été defini a

’aide des résultats présentés ci-dessus.

Les deux modeles choisis, afin d’étre comparés, pour représenter la limitation de la
croissance des microalgues par la lumiére disponible sont les modeles de Monod et de Contois
(Pavé 1994). Le modéle de Monod représente une limitation directe par le substrat tandis que le
modele de Contois prend en compte la concentration en biomasse dans le phénomeéne de limitation.

Afin de comparer ces deux modeles par rapport & nos donnees expérimentales, ces deux

modeles ont été résolus par équation différentielle en fonction de la lumiére disponible.
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Monod Contois
dX 5 dX S

—t=y_max X = —=U_max .

d K+S dt K X+S

X = biomasse algale (cellules.mL™)

S = flux de photons photosynthétiques (umolE.m™2.s™)
K_max = taux de croissance spécifique (j)

K = constante de demi-saturation de Monod (umolE.m?.s™)

K’ = constante équivalente dans le modéle de Contois (LmolE.m?2.s™)

2. Substrat lumiére

La lumiere disponible moyenne a été choisie comme substrat limitant pour la croissance des
microalgues. Le flux de photons photosynthétiques accessible aux microalgues (Lum) dépend de
deux variables: le flux de photons fourni par la lumiére a la surface du réacteur (PPF) et
I’atténuation de la lumiére par le milieu traversé (Jb). Cette atténuation peut étre décomposée en
atténuation due a la coloration de I’influent et en atténuation due a la présence d’algues (self-
shading). Ainsi, afin de prendre en compte ces trois paramétres au cours de nos expérimentations, la
lumiere disponible a été calculée a partir du flux de photons a la surface des réacteurs (fixe pour
chaque expérience), de I’atténuation du flux par la coloration de I’influent représenté par la densité
optique initiale du milieu et de I’atténuation du flux par les microalgues fonction de la concentration

en microalgues qui varie au cours du temps.

2.1. Détermination du coefficient d’atténuation

Le flux de photon a la surface du réacteur a ét¢ mesuré a 1’aide d’une sonde LP471PAR
C2ai, pour chaque expérimentation, sur la face intérieur dans le réacteur vide. De plus, le flux de
photons a été mesuré a 2,35 et 4,80 cm de la face avant. La configuration des mesures est
représentée Figure 43. Pour calculer le coefficient d’atténuation linéaire, nous avons utilisé¢ la
relation simple de Beer-Lambert en considerant que la diffusion de la lumiére est faible dans ce
milieu coloré et que le coefficient calculé s’applique a toutes les longueurs d’onde du visible et
donc globalement au flux de photons photosynthétiques, au regard des précisions de mesure.

FIUX sortant = FIUX incident X eXp('va X L)
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Avec les flux en umoIE.m'z.S'l, le coefficient d’atténuation du milieu traversé (Jb) en m™ et

la distance traversée, L, en m.

Les mesures du flux en surface et des flux dans le liquide a 2 distances différentes ont ainsi

permis de calculer un coefficient Jb moyen a 1’aide des 2 valeurs calculées (Jb 1 et Jb 2).

aar

Figure 43 : Schéma de la mesure du flux de photon a I'intérieur des réacteurs

Les gammes de densité optique (680 nm) et de concentration en algues utilisées pour définir
le coefficient d’atténuation se situent de 0,149 a 1,358 et de 5.10° a 5.10° cellules.mL™
respectivement. La Figure 44.A permet d’apprécier la dispersion de la densité optique et de la

concentration en algues, variables utilisées pour calculer le coefficient d’atténuation.
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Figure 44 : Couples de concentration en microalgues et densité optique du milieu utilisés pour le calcul du
coefficient d’atténuation (A) ; Représentation graphique du coefficient d’atténuation simulé en fonction du
coefficient d’atténuation calculé d’apreés les mesures (B).

Dans I’objectif de modéliser la croissance des microalgues et 1’épuration associée, il a été
nécessaire de modéliser le coefficient d’atténuation linéaire de la lumiére (Jb). Pour cela, nous
avons utilisé toutes les données des expérimentations présentées dans le sous-chapitre précédent
afin de relier a partir d’une équation empirique ce coefficient Jb aux 2 principaux parametres
I’influencant : la concentration en microalgues, mesurée tous les deux jours au cours des
expérimentations et la couleur de I’influent, considérée dans ce travail comme la densité optique
initiale du milieu a 680 nm, également mesurée pour chaque expérimentation. La formule
empirique utilisée pour estimer le coefficient d’atténuation linéaire est la suivante :

Jb =g + h x [microalgues]+ i x D.O.i;

g=12.789 m™;
h=0.000196202 mL.cells *.m™:
i=54.7014 m*:

avec Jb en m™, [microalgues] en cells.mL™ et D.O.i mesurée & 680 nm.
Le coefficient h est amené a évoluer suivant les types de microalgues utilisées. Pour des

microalgues plus grosses, il est évident que ce coefficient sera plus éleve.

La Figure 44.B représente les coefficients d’atténuations simulés en fonction des
coefficients d’atténuation calculés a partir des mesures de lumiére. On observe une bonne
proportionnalité et une assez bonne corrélation (R? = 0,90) indiquant une bonne approximation du

phénomene physique.
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2.2. Calcul de la lumiere disponible

La méthode ensuite utilisée pour calculer la croissance en fonction de la lumiere disponible
a consisté a calculer un flux de photons moyen recu sur la section des réacteurs en fonction du
coefficient d’atténuation et du PPF en surface puis a calculer la croissance. La section des réacteurs
(en 2D) a été virtuellement découpée en petits carrés unitaires, puis le flux de photon recu pour
chacun de ces morceaux a été calculé, a I’aide de la loi de Beer-Lambert (Figure 45). Ensuite, pour
calculer le flux de photons disponible dans nos réacteurs afin de calculer la croissance, nous avons
intégré le flux recu sur la section avec la méthode d’Euler dans Matlab, I’intégration directe n’étant
pas possible. Le pas choisi est égal & 10% mm, il a été réduit jusqu’a ce que la valeur de lumiére
moyenne calculée ne change plus.

Cette méthode a été choisie par souci de simplicité. 1l aurait été possible de calculer une
croissance pour chacun des carrés, recevant une lumiére différente, puis d’homogénéiser les
concentrations simulées. La simulation aurait alors été singulierement compliquée par rapport a la

méthode choisie.

Figure 45 : Représentation de la méthode de calcul de la variable Lum, utilisée comme substrat des microalgues
dans le modeéle. La partie gauche montre le découpage de la section du réacteur et apres le calcul selon la
méthode d’Euler avec la relation de Beer-Lambert et le calcul de la moyenne, la partie droite représentée avec la
seule variable Light pour toute la surface.

Enfin, apres obtention du flux de photons simulé (Light), il a été mis en relation avec le
coefficient d’atténuation linéaire a 1’aide d’un polynéme du 5°™ degré. Les coefficients a a f servent
a mettre en relation les variable Light et Jb, mais n’ont pas de signification physique ou biologique

directe.
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Light = PPF. (a-b x Jb + ¢ x Jb? — d x Jb% + e x Jb* — f x Jb°);

a=0,902623;
b=0,02971 m™;
¢=0,0005421 m2;
d=0,00000557133 m™;
e=0,0000000299771 m™;
£=0,0000000000653467 m™;

Avec PPF et Light en pmolE.m?.s™ et Jb en m™.

La valeur de Light calculée avec ce polyndme rapportée a la lumiére fournie (PPF) est
représentée en fonction du coefficient d’atténuation linéaire (Jb) sur la Figure 46. Le polyndme

représente assez fidélement les valeurs de Light déterminées par le calcul.

Light/PFF
e o o o
N w = (3]
\ T \ \
\ I \ \

o
-
I
|

0 C . . | . L | . . | L . 1 . . |
0 30 60 90 120 150
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Figure 46 : Flux moyens calculés avec Euler (Light ; carrés bleus) rapportés a la lumiere fournie (PPF) et les
lignes bleu et roses représentent respectivement la régression polynémiale et les limites de confiance a 95 %.

3. Comparaison des modeéles (Contois/Monod)

A partir de ces équations empiriques, d’une part liées a la configuration de nos réacteurs et
d’autre part déterminée a partir des mesures de flux de photons photosynthétiques, et des modeles
biocinétiques existants, nous avons comparé les résultats expérimentaux obtenus en termes de
croissance de microalgues aux 2 modeles identifies : Monod et Contois. Pour cela, nous avons
réalisé une calibration (en anglais, data fitting) a 1’aide de Scilab 5.3.3 en utilisant un algorithme de
recherche (4 p 111). Les deux parameétres a ajuster étaient le taux de croissance, p, et K ou K’, la
constante de demi-saturation pour la lumiére (Monod) et son équivalent dans le modéle de Contois.
L’intégralité des données issues des expériences et les données simulées ont permis de calculer des

résidus avec la méthode des moindres carrés qui a été utilisée comme fonction de codt dans la
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fonction de minimisation. Les parametres utilisés pour calculer Jb et Lum, appelés de a a h, ayant
été déterminés a partir des données expérimentales n’ont pas fait I’objet du calage. Le terme « b »
représentant classiquement le terme cinétique pour le décés de la biomasse étant fortement corrélé
au taux de croissance, L, il a été impossible de déterminer la mort des microalgues avec I’aide de

ces expérimentations.

La Figure 47 représente 3 cas de croissances différents correspondant a une forte lumiere
dans un milieu clair (high), une faible lumiére dans un milieu coloré (low) et un cas intermediaire
(medium). Le calage a été réalisé sur la totalité des expériences présentées dans le sous-chapitre
précédent, mais seulement 3 cas ayant un comportement différent ont été représentés afin de

faciliter la lecture.

4.0E+05

——exp low

3.5E+05 | -4 calc low 4

—e—exp medium
308405 1 o calc medium
—s—exp high

2.5E+05 | P g
-o- calc high

2.0E+05 -
Monod
1.5E+05 -

1.0E+05 -

5.0E+04 -

Microalgae concentration (cells/mL)

0.0E+00 %

Time (d)

4.0E+05

——exp low
356405 | -4 calc low -7
-e- exp medium
308405 1 o calc medium
ase0s | P high
-o- calc high

R 2.0E+05
Contois

1.5E+05 -

1.0E+05 -

Microalgae concentration (cells/mL)

5.0E+04 - - PL A

0.0E+00 % T T T
0 2 4 6

8 10 12 14
Time (d)

Figure 47 : Exemples de calage sur la concentration en microalgues avec les modéles de Monod et de Contois.
High, low et medium correspondent respectivement & une forte lumiére en milieu clair, une faible lumiére en
milieu coloré et un cas intermédiaire.

Les moindres carrés calculés sur la concentration en microalgues obtenus avec le modéle de

Monod sont environ deux fois plus élevés (8,55x10™) que ceux du modéle de Contois (4,79x10")
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sur I’ensemble des expériences présentées ci-dessus. Le modele de Contois représente de fagon
assez précise la croissance des microalgues en fonction de la lumiére disponible pour les 3 cas. Le
modele de Monod, a I’inverse, ne semble pas capable de représenter correctement la croissance
algale.

Le modéle de Contois est capable de représenter une croissance alors que le point
d’inflexion est inférieur a K/2. Cette particularité permet ainsi de représenter une grande quantité de
comportements (Pavé 1994). Ici, le terme K’.X peut étre interprété par le fait que plus il y a de

microalgues, plus il est difficile pour chacune d’accéder a la lumiére.

La matrice de Petersen représentant la limitation de la croissance par la lumiére avec le

modele de Contois peut donc étre représentée comme dans le Tableau 28.

Tableau 28 : Matrice de Petersen du modele prenant en compte la lumiére et le stockage du phosphore

X_A| S_N | Light |Process rate

. Light
Microalgae . = X A
U owth | | ixa A ght T K XA -

2 Death -1
Les variables X_A, S N et Light représentent respectivement la biomasse algale, la

concentration en azote et la lumiére moyenne. Le parametre iy x A représente la teneur en azote de la

biomasse.

La calibration des deux parametres a été réalisée sur la concentration en microalgues et sur
la concentration en azote (Tableau 29). En comparant les paramétres calculés, le taux de croissance
spécifique est équivalent pour les deux calages alors que le coefficient de saturation change
fortement en fonction de la référence sur la calibration. La somme des moindres carrés, représentant
I’écart entre la simulation et le mode¢le, est impossible a comparer directement entre le calage sur la
concentration en microalgues et celui sur la concentration en azote car ces valeurs sont non
normalisées. Puisque la mesure de la concentration en azote avec la chromatographie ionique est

plus précise que le comptage manuel, le calage sur la concentration en azote a été préfére.

Tableau 29 : Paramétres cinétiques obtenus a partir de la calibration sur la concentration en microalgues et sur
la concentration en azote.

Calibré sur la Calibré sur la
concentration en concentration en
microalgues azote
K_max (j°) 0,732 0,742
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K’ (umolE.m2.s’ 8,43x10™ 5,04x10™
! cell?) ’ ’

Bien que le modele de Contois semble mieux adapté pour représenter les données
expérimentales, sa précision n’est pas parfaite. En comparant les donneées expérimentales et
calculées de I’azote a 1’aide d’une boite a moustache (Figure 48), la dispersion des données reste
élevée entre -34 et +22 %. Cela peut partiellement étre explique par la variabilité expérimentale. De
plus, le coefficient utilis€ pour calculer 1’assimilation de 1’azote a partir de la concentration en
algues est soumis a I’incertitude du comptage manuel. Néanmoins, la majeure partie des données
simulées est proche des données expérimentales avec des premier et troisieme quartiles

respectivement égaux a -3 et +6 %.

40% -+
30% -
22% wmm—

20% -

10% -+

6%

0% 2% w—

-3%

-10% -

concentrations

-20% -

Percentage of dispersion between
experimental and simulated nitrogen

-30% -

-34% wm—

-40% -

Figure 48 : Boite a moustaches des comparaisons entre les valeurs expérimentales et calculées de la
concentration en azote avec le modéle de Contois (162 valeurs)

En conclusion, un modéle a été développé et calé afin de prendre en compte 1’effet lumicre
et son atténuation liée a la coloration du milieu et a la présence de microalgues, schématisés Figure
49. Ce modéle ne prend cependant pas en compte un certain nombre de facteurs, tels la diffusion de
la lumiere, la mort de microalgues et les limitations éventuelles par les nutriments. Bien que ce
modele soit perfectible, il a permis de simuler les données expérimentales correctement. Ce modéle
calé peut donc étre utilisé pour des études plus larges nécessitant seulement le flux de photons, la
concentration en microalgues et la D.O. du milieu, le calcul spécifique de la variable Light en

fonction de Jb pouvant étre déterminé par la méme méthode sur différents types de réacteurs. A

152



Chapitre 3.Etude et modélisation des interactions entre la lumiére et la couleur du digestat sur la
dynamique d’un écosystéme microalgues/bactéries et la dynamique de 1’azote associée

partir de cela, il est possible de simuler la croissance des microalgues et 1’épuration azotée associée

dans différentes configurations.

Coef. atténuation (Jb)
Beer-Lambert

D.O.

COhtois

Figure 49 : Représentation du modeéle de croissance de microalgues dans un milieu coloré, intégrant I'influence
de la lumiere

Toutefois, ce modele ne prend pas en compte d’autres processus tels que la nitrification (et
potentiellement la dénitrification) qui a été mise en évidence dans le sous-chapitre précédent et qui
est en interaction avec la croissance algale. De méme, ce modéle ne prend pas en compte d’autres
limitations potentielles telles que celle due au phosphore, qui a déja été observée et qui est probable
au vu des ratios N:P des digestats, et du dioxyde de carbone. Ces points font 1’objet d’études

spécifiques et sont présentés dans les chapitres suivants.
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Chapitre 4. Etude et modélisation de I’influence de la concentration en phosphore et du ratio N/P
sur la dynamique d’un écosystéme microalgues/bactéries

Avant-propos :

Ce chapitre est dédi¢ a 1’é¢tude de [D'influence du phosphore sur un écosystéme
microalgues/bactéries. A cause de nombreux équilibres physico-chimiques dans le méthaniseur, la
teneur en phosphore des digestats peut étre tres variable et pourrait donc impacter le procédé

permettant I’extraction des nutriments a 1’aide d’algues.

Le premier sous-chapitre fait état des expériences menées pour étudier I’influence du ratio
N :P sur cet écosystéeme. Il est présenté sous forme d’article, accepté & Bioresource Technology,
avec le nom suivant: «Control of nitrogen behaviour by phosphate concentration during
microalgal-bacterial cultivation using digestate ». Le stockage du phosphore par les microalgues a
notamment été mis en exergue.

L’aspect modélisation du stockage du phosphore est ensuite abordé dans le sous-chapitre 2.
Les expérimentations réalisées dans la premiére partie de ce chapitre ont permis de caler un modéle
de Droop capable de représenter la croissance sur le stock de phosphore interne lorsque le
phosphore du milieu est épuisé. Le concept de I’avantage lié au phosphore des microalgues sur les

bactéries nitrifiantes observé expérimentalement est ensuite simulé de maniere théorique.
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RESUME

La culture de microalgues avec le surnageant des digestats est un procédé prometteur pour la
récupération des nutriments minéralisés en digestion anaérobie (P, N). Cependant, la variabilité de
la concentration en phosphore dans ’affluent peut limiter ce procédé. L’impact de ratios N:P
initiaux entre 3 et 76 gN.gP™ a été étudié et la croissance n’a pas montré de limitation sur les 14
jours de batch, méme lorsque P était épuisé. L’assimilation de 1’azote n’a pas été affectée par les
concentrations en phosphore et a atteint 10,1 mgN.L™j™ alors que I’élimination du phosphore a
varié de 0,6 & 2,0 mgP.L™"j . Le ratio N:P de la biomasse s’est révélé étre fonction du ratio N:P de
I’affluent, le stockage du phosphore par les microalgues a ainsi pu étre vérifié. Il a été montré que la
nitrification était trés dépendante de la concentration initiale en phosphore. L’évolution des
communautés algales a aussi été suivie et a révélé I’avantage de Scenedesmus sur Chlorella lorsque

le milieu était épuisé en P.

ABSTRACT
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The cultivation of microalgae with digestate supernatant is a promising process for the
recovery of mineralized nutrients (P, N) from anaerobic digestion. Nevertheless, the variability of
phosphorus concentration in the influent could limit this process. The impact of initial N:P ratios
between 3 and 76 gN.gP” was studied and proved no growth limitation over 14-day batch
experiments even when P was depleted. Nitrogen assimilation was not affected by phosphorus
concentrations and reached 10.1 mgN.L™.d™ whereas phosphorus removal ranged from 0.6 to 2.0
mgP.L™.d™. The biomass N:P ratio was found to be a function of the influent N:P ratio. Phosphorus
storage by microalgae was thus confirmed. Nitrification was found to be highly dependent on the
initial phosphorus concentration. The evolution of microalgae communities was also monitored and

revealed the advantage of Scenedesmus over Chlorella when the media was phosphorus-depleted.

Keywords: phosphorus; microalgae; nitrification; digestate; community evolution

1. Introduction

Anaerobic digestion of livestock waste converts organic matter into biogas allowing the
production of renewable energy. This process, which is developing fast across Europe, is now well
established in Germany. In France, about 115 units of anaerobic digestion were operative at the end
of 2013, their development being higher for intensive livestock regions such as Brittany.
Nevertheless in these areas, nitrogen and phosphorus release into the environment through
landspreading of livestock manure leads to environmental problems such as eutrophication of close-
by aquatic environments (Gitton and Hurvois 1999). Even if anaerobic digestion could allow to
both increase renewable energy production and decrease greenhouse gas emissions, such a
technology in itself, does not facilitate the management of nutrients contained in manure. Indeed,
apart for carbon, nutrient contents of digestates are similar to raw manure while the mineralized
nutrients and higher pH can favour ammonia volatilization. So, within intensive livestock areas, the
large amount of mineralized nutrients (N, P) thus generated has to be treated and valorised.
Phosphorus, in particular, is a non-renewable resource that is running out, while the quality of the
remaining phosphorus rock is decreasing, leading to an increase in fertilizer production costs
(Cordell et al. 2009). As for nitrogen, fertilizer production is highly energy-consuming. In some
areas, effluent surplus leads to environmental problems. It is therefore appropriate to better recycle
nitrogen from the effluents and to export this element where it is needed. Consequently, regarding
resource depletion, energetic requirements or environmental impacts, nutrient recovery from

livestock effluent appears to be a good alternative. Some processes are already being applied, like
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reverse osmosis membrane filtration, ammonia stripping, struvite precipitation, and evapo-
concentration but they involve large technical and economic constraints.

Other technologies requiring less energy and chemical additions may be a solution for
nutrient recovery, in particular treatment and valorisation of N and P with microalgae (Bjornsson et
al. 2013). Indeed, digestate can be an interesting culture medium for microalgae cultivation, as for
higher plants. Besides, the productivity of microalgae is ten-fold higher than for conventional crops,
leading to smaller cultivation surfaces (De Schamphelaire and Verstraete 2009). After liquid-solid
separation, biomass containing assimilated nutrients can be exported out of areas with a structural
surplus to be used as organic amendment and fertilizer (Mulbry et al. 2005), thus limiting the
locally applied amounts and reducing N losses by ammonia volatilization.

This approach essentially consists in the assimilation of the major nutrients for metabolism
during the growth of microalgae, although other mechanisms such as nitrification-denitrification
can also be enhanced with the oxygen production. In fact, as the process cannot be operated easily
in axenic conditions, a mixture of microalgae species along with bacteria is involved, leading to
complex processes, particularly for nitrogen transformations.

It has been demonstrated that microalgae are able to adapt their internal N:P ratio to the
medium ratio (Lundquist et al. 2011). However, nitrogen or phosphorus still can limit the recycling
of the whole N and P pools. Indeed, most N:P ratios of anaerobic digestate from livestock waste
vary from 3 to 30 g N-NH,.g P % in literature (Cafiizares-Villanueva et al. 1994; Park et al. 2009;
Levine et al. 2011; Chen et al. 2012). The heterogeneity of N:P ratios in digestate is due to AD
inputs for nitrogen and phosphorus, the anaerobic digestion process and its management but also,
concerning phosphate, functions of separation processes and chemical properties of digestate during
anaerobic digestion. The phosphorus solubility is strongly influenced by pH, since the chemical
equilibrium favours PO,* over HPO,> when pH rises, resulting in calcium or magnesium
phosphate precipitation. Additionally, dissolved phosphorus can associate with suspended solids
and other elements like iron (Moller and Muller 2012). Moreover, struvite crystals
(NH4MgPO,4-6H,0) can be formed with mineralized N, P and Mg when the pH reaches higher
values (Capdevielle et al. 2013). Furthermore, in order to grow microalgae in a digestate, an initial
liquid-solid separation is required to eliminate particles, further decreasing the total phosphorus
content with the removal of solid organic and mineral P, thus reducing potential crystal
solubilization or desorption. All these precipitation and adsorption mechanisms lead to a wide range

of N:P ratios in liquid digestate.
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The internal ratio of microalgae cells issued from general formulas varies between 5.0 and
7.2 g N.g P (Grobbelaar 2011; Watson et al. 2011). When comparing these values to digestate
ratios, in most cases the quantity of phosphorus is insufficient in the digestate for enabling the
removal of all the nitrogen. Hence, the aim of this study was to define the impact of the N:P ratio on
microalgal growth and biochemical composition, algal diversity as well as nitrogen behaviour.

2. Materials and methods

To study the impact of the N:P ratio on microalgae growth and nutrient removal, batch
experiments were carried out at laboratory scale under controlled conditions. Analysis of nitrogen
and phosphorus in liquid and solid fractions led to the estimation of nutrient removal and
assimilation by the biomass.

2.1. Inoculum

A complex phytoplanctonic ecosystem, called “inoculum” was used in the experiments. This
inoculum comes from an urban wastewater treatment pond located in Meze (France). The
microalgae populations mainly belong to the Chlorophyta taxon and are dominated by Scenedesmus
sp. and Chlorella sp. However, other algae genera are present in small amounts, along with bacteria.
The inoculum also contains cyanobacteria dominated by Synechocystis sp. Those two green algae
have frequently been observed growing on manure and digestate (Sevrin-Reyssac et al. 1996;

Molinuevo-Salces et al. 2010).

2.2. Experimental set up and methods

The impact of the N:P ratio was studied in batch under controlled conditions. The
experiments were performed in triplicate for all conditions. The effluent was composed of diluted
anaerobic digestate and minerals to control the initial composition. The digestate originated from a
mesophylic farm anaerobic digester located in Orne (France). The different N:P ratios were set with

a fixed nitrogen concentration and four levels of phosphorus concentration.

The experimental set up consists of six 2.5L tubular reactors. The temperature was
maintained at 25 °C and agitation set at 230 rpm. Cultures were illuminated during daytime

(12h/12h) with fluorescent bulbs at 240 pmolE.m™.s™. Pure carbon dioxide was added to control pH
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between 6.95 and 7.05 and was also added every 45 min during the day to provide carbon in
sufficient amounts (Marcilhac et al. 2014). To avoid acidification, which had been observed during
preliminary tests when microalgae growth was limited, pH was adjusted by adding 1.25 mL of
NaOH 1M every second day to each reactor. This made it possible to compensate for any

differences due to night respiration and to supply a large but regulated amount of carbon dioxide.

The studied N:P ratios are 3, 9, 26 and 76 gN-NH..gP-PO,™*, corresponding to ratios
frequently reported in the literature for digestate from livestock waste. They were respectively
named HPC, IPCL1, IPC2 and LPC for high, intermediate and low phosphorus content. As nitrogen
is constant and equal to 190 mg N.L™, the corresponding phosphorus concentrations are 67, 23, 8
and 3 mgP.L™. The design of experiments includes 12 experiments; it was separated in two runs
containing the triplicates of HPC and LPC, IPC1 and IPC 2.

The supernatant of centrifuged digestate was used at 0.67% v:v in the growth medium. The
colour in the reactor at the beginning of the experiment was thus set at 0.51 on the basis of optical
density at 680 nm (O.D.). The digestate used for these experiments was chosen for its high optical
density in order to be able to control the nutrient concentration level. For this reason the digestate
dilution was very high.

The composition of the growth medium was adapted from a “standard” 1/10 diluted
digestate to obtain similar nutrient concentrations (except phosphorus) irrespective of the
experimental conditions. Nutrients were equilibrated by adding salts based on the amount of
digestate added. The characteristics of the digestate and the salts used are listed in Table 30.

Table 30 : Initial composition of macronutrients of the growth media.

Concentration

Parameter Salt i medium
Cl (mgcClLY 1380 + 50
S0~ (mgSL? K,SO4 53+05
K*  (mgKL?Y KClI 573 + 11
Mg®* (mgMgL™) MgCl, 62 + 15
Ca®* (mgcCal?) CaCl, 65 + 4
NH,* (mgN L% NH,CI 190 +9
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NasPO4, 12 H,O was then added in solution to fulfil initial phosphate conditions. Other
nutrients, which are not listed in Table 1, were added as Z8 media (Staub 1961; Kotai 1972; NIVA
1976), their ratio was calculated on a nitrogen basis. Z8 trace elements were added at a rate of 1%
of the total volume of the influent.

Finally, for each run, the reactors were filled with inoculum (approximately 10% v:v to
reach about 5.8x10* microalgae.mL™), digestate and growth media supplemented with trace
elements to reach the desired conditions, after which the light regime and pH regulation was
activated. Each batch experiment lasted 14 days. Based on the methodology described above, all the
parameters, except for the one to be monitored (i.e. N:P ratio), were considered to be the same for

each run.

2.3. Analytical measurement
2.3.1. Determination of biomass growth

To evaluate microalgae growth, cell numbers were measured every second day using a
Unicam UV/Vis UV2 spectrometer. Microalgae cells were counted manually using a Neubauer cell
counting chamber. The specific growth rate (i) was calculated on the first four days (equation 1),
corresponding to the exponential growth phase, using data from the Neubauer cell counting
chamber. The optical density (O.D.) at 680 nm usually used to evaluate microalgae growth was also
performed but not used in this case due to the colour of the digestate and any possible changes
during the course of the experiment. However, O.D. data were used to exclude outlier data from cell
counting on the basis of the correlation between the increase in OD680 and the number of cells.
Data that were greater than = 20% of this correlation were excluded.

U= In(C4/Co)/(tas-to) 1)

where C4 and Cy are the number of cells at time t4, corresponding to the end of the
exponential growth, and t respectively in cells.mL™. The specific growth rate is expressed in d™.

Cultivable heterotrophic bacteria (UFC.mL™) were quantified in triplicate counts. In this
view, samples were diluted in series in peptone water up to 10, then 100 pL of the three last
dilutions were spread on TSYE, nonselective medium. The boxes were then incubated at 30 ° C for
48 h.

2.3.2. Solid analysis
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At the end of the experiments (after 14 days), 900 mL from each reactor content was
centrifuged and the total suspension solid (TSS) was quantified after drying at 105 °C during 2
days.

The carbon and nitrogen content of biomass was quantified with a Flash 2000 elemental
analyser on a part of the dry suspended solids.

The remaining part of solid phase was used to quantify the phosphorus content. It was
placed in a furnace at 550 °C during at least 4 hours. Ashes were then solubilized with 5mL of a
mix of 0.75 sulfuric (98%) / 0.25 nitric (65%) acid along with 0.5 g K,S,0g. Subsequently, the
diluted and autoclaved solubilized phosphorus was quantified by a colorimetric method with

ammonium molybdate reagent (30 g.L™) on continuous flow, QuickChem FIA+ 8000 series.

2.3.3. Nutrient analysis in the liquid phase

During the course of each 14-day experiment, cations (Na*, NH,", K*, Mg?*, Ca’") and
anions (CI, NOy, NOg3, PO,*, SO,%) were analysed every second day using a Metrohm 850
Professional IC.

Loss of gas phase nitrogen in the system (N, or NH3) was considered to be nil. Due to the
amount of oxygen produced by the microalgae and the very low level of biodegradable carbon,
denitrification was considered as negligible. In the same way, due to the pH level (around 7) and the
low level of liquid/gas transfer, NH3 stripping was also considered as negligible. A nitrogen mass
balance covering all experiments confirmed both hypotheses (data not shown).

The nitrified nitrogen is calculated from the sum of nitrite and nitrate concentrations,
representing the activity of ammonia oxidizing bacteria, and, for the same reason as above, no
nitrogen was considered to be lost from the system.

Maximum nitrogen and phosphate assimilation rates were determined, based on ionic
concentrations on a two-day interval at the end of the exponential growth of microalgae, when the

biomass concentration was high and growth was not too limited, between days 6 and 10.

2.3.4. Community analysis

Nested PCRs were performed for Chlorophyceae-Eukaryotes and then for Eukaryotes-
Eukaryotes as described in Marcilhac et al. (2014). The resulting PCR products were separated by
SSCP capillary electrophoresis using an ABI 310 genetic analyser (Applied Biosystems) with a
POP 5.58 % - Glycerol 10 % polymer (Applied Biosystem).
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After verification, cloning was performed on two PCR products selected according to the
CE-SSCP profiles (with the most numerous and highest peaks) of Chlorophyceae-Eukaryote. A
total of 50 clones were further analysed: 25 from each selected sample. The clones were randomly
selected, and their inserts were screened by nested PCR followed by CE-SSCP analysis. For inserts
yielding a peak that co-migrated with distinguishable peaks from the samples, CE-SSCP profiles
were sequenced for peak identification. All clones were sequenced. Sequence reactions were
performed at the Ouest Genopole Sequencing Facility (CNRS, Roscoff, France) with primer T7.
DNA sequences were identified by comparison with their closest relatives identified in databases
using the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) from the National Center for Biotechnology
Information (NCBI; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) and the Ribosomal Database Project Il
(RDPII; http://rdp.cme.msu.edu/).

SSCP results are expressed by representing the size of each identified genus as a proportion
of the total size of the peaks identified.

3. Results and discussion

3.1. Biomass production
3.1.1. Microalgae growth

The four conditions resulted in the same growth kinetic (P < 0.05; Student's t test) for the
course of experiments as presented in Figure 50. The shape of the curves reveals an initial
exponential growth followed by a growth slowdown and stagnation. The final maximum microalgae
concentration reached is 1.0x10’ cells.mL™. Nutrients are controlled in this study in order to avoid
limitation (except for phosphorus) with micronutrient addition at the beginning and with monitoring
of major ions. Statistically, no variability was observed between the different conditions, showing
that no phosphorus limitation occurred during experiments. Therefore, the observed growth
limitation at the end of experiments for all trials was assumed to be due to light limitation induced
by the high microalgae concentration. Indeed the development of cells can reach such an extent that
they shade one another, a mechanism called “self-shading”, which reduces the light availability for
photosynthesis. During exponential growth, the specific growth rate p was equal to 0.78 d™* for all
ratios. Other authors found similar growth rates of either Chlorella or Scenedesmus in livestock
manure between 0.312 and 1.2 d™* (Travieso et al. 2004; Travieso et al. 2006; Kumar et al. 2010;

Wang et al. 2012). Due to the initial color, the specific growth rate is less than those which can be
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obtained from other studies on synthetic media and which can vary from 1 to 3 d* (Garcia Sanchez
et al. 1996; Kitaya et al. 2005; Sforza et al. 2012).

1.0E+07 |

Microalgae concentration

1.0E+O4 T T T T T T
0 2 4 10 12 14

6 8
Time (days)
Figure 50 : Evolution of microalgae growth on 14-days for HPC, IPC1, IPC2 and LPC.

The increase of total suspended solids concentration during the experiments is due to
biomass growth, including microalgae as well as bacteria. The produced biomass is found to be
equivalent for the four conditions and reaches 854 + 27 mgTSS.L™.

The concentration of heterotrophic cultivable bacteria, which have been chosen as an
indicator of the active bacterial community, rises from an initial 1.4x10° to about 3.5x10° colony
forming units per mL after two days and remains constant (data not shown). Consequently, as
bacterial growth is the same and total produced biomass is equivalent, whatever the conditions, the
mass of produced microalgae is assumed to be equivalent in all experiments. The average ratio of
cell counting and TSS production is 1.17x10’ cells.gDW™.

3.1.2. Biomass composition

Figure 51 represents the carbon and nitrogen contents of biomass for each initial phosphorus
concentration, the biomass being composed of microalgae and bacteria. The percentage of C in TSS
statistically increases (P < 0.05; Student's t test) from 48.4 to 49.4% between HPC and LPC.
However, the difference being minor, the overall carbon content is equal to 48.8 + 0.8 %. This value
is in accordance with data reported by Hase et al. (2000) who found 46.9 % of carbon in

Chlorophyta sp. grown in an open raceway. As suspended solids are equivalent from one condition
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to another, the inorganic carbon sequestration in these experiments is equal to 417 mg C.L™ over
the batch.

60%

% carbon ® % nitrogen | 14%

50% -
- 12%

40% - - 10%

- 8%
30% -

- 6%
20%
- 4%
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Mass percentage of C in biomass
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0% - 0%
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Figure 51 : Carbon and nitrogen content of biomass at the end of the experiments. a, b, ¢ and d represents
statistically different values (P < 0.05; Student’s t test).

N content of biomass is higher for intermediate P concentration IPC1 and IPC2 (P < 0.05;
Student's t test) with a maximum of 11.0 %, whereas the minimum is equal to 10.3 % for extreme
values. This difference between the extremes of N content is small and would not significantly

impact a process based on nutrient removal by microalgae or its design.

Contrary to C and N, the P content of the biomass and consequently the N:P ratio in biomass
strongly varied between trials. Figure 52 represents the final N:P ratio in biomass according to the
initial N:P ratio in medium. The more there is phosphorus in the medium, the higher the phosphorus
content within cells. The internal N:P ratio of cells is related to the N:P ratio of the medium or at
least to the phosphorus concentration. This observation concurs with Lundquist et al. (2011) who
found a direct linear correlation. However, the relationship found by this author in the 2.5-60
gN.gP™ range is not the same (N:P in cell = 0.98 x N:P in medium — 2.79). For the two highest
ratios in the present study, phosphorus was depleted at the end while P was never limiting in the
Lundquist study, which partially explains for the differences. Moreover, these authors studied the
growth of microalgae during semi-continuous feeding with a 3-day hydraulic retention time, the
phosphorus concentration being less constant in batch in this study than in semi-continuous
conditions. The biomass N:P ratio in the present study ranges from 10 to 30, which is quite high
compared to general formulas in literature, between 5.0-7.2 g N.g P™* (Grobbelaar 2011; Watson et
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al. 2011). This difference could be due to the fact that the microalgae in this study were in growth
phase while the aforementioned formulas generally stated are associated to stabilised cultures. The
N:P range found here is supported by results from Lundquist et al. (2011), who observed a range
between 5 and 63 g N.g P™.
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Figure 52 : N:P mass ratio in biomass function of N:P ratio in medium.
3.1.3. Evolution of microalgae communities

Figure 53presents CE-SSCP profiles showing the evolution of microalgae communities,
observed for the HPC and LPC extreme conditions between initial and final times. For the-condition
LPC at T14, the profile yielded two major peaks (C and S) highlighted on figure 4, which were
identified as Chlorella (C) and Scenedesmus (S). Regardless of the condition, these two peaks were
consistently preceded by smaller artifactual peaks (C* and S* on the profiles) which were also
visible with purified clones (data not shown). The areas under the artifactual peaks were always
proportional to those of Chlorella or Scenedesmus peaks to which they are linked. Small peaks on
the right of the Scenedesmus peak were not identified by cloning but their proportion did not

change, whatever the operating conditions of the reactors.
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Figure 53 : CE-SSCP of microalgae communities for HPC and LPC, = represents Chlorella sp. (C) and |
Scenedesmus sp. (S) and C* & S* their respective artefacts.

Consequently, considering only the two major peaks, the proportion of Chlorella (7 %) and
Scenedesmus (93 %) was constant in HPC between days 0 and 14 when phosphorus was not
limiting. On the contrary, Scenedesmus percentage increased and reached 70 % of the microalgae
population when phosphorus was in limited quantity (LPC). The shift in the algal population may
be explained by a lower capacity of Chlorella to uptake phosphorus under the experimental
conditions. This is in agreement with Sommer (1986) who found a higher half-saturation constant
of P-limited growth for Chlorella than for Scenedesmus. However, the phosphorus removal of these
algae is still unclear as Mohapatra et al. (2002) observed that Scenedesmus was more P-limited than
Chlorella.

It is important to note that the change in the proportion of the two species of algae has no or
little effect on the quantity of biomass and on the nitrogen content, respectively, and as a
consequence has no impact on the N removal. The evolution of the carbon content could be
dependent on the evolution of the algal communities; however the difference, although significant,
is anecdotic.

The impact of the promoted growth of Scenedesmus rather than Chlorella on cell numbers
and C and N content was not observed. This can be due to two main reasons because of the way

experiments were conducted: firstly, the batch operation of reactors tends to reduce the observed
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differences; secondly, the duration of the experiment only lasted 14 days. Indeed, such experiments
in continuous feeding over a longer period could probably have led to significant differences. In
addition, the fact that the microalgae concentrations seem significantly lower at the end of LPC

rather than for other conditions cannot be confirmed due to the high standard deviations.

3.2. Nutrients behaviours
3.2.1. Microalgae or bacteria assimilation?

Bacterial growth took place during the first two days and then remained constant, while
simultaneously, microalgae were at the beginning of an exponential growth phase. It can thus be
assumed that the major part of nitrogen and phosphorus assimilated by the bacteria would be
consumed at the beginning of the experiment. However, regardless of the experiment, during the
first two days, the total assimilated nitrogen (< 6 mg N.L™) and phosphorus were low, suggesting

that nutrient removal only occurs after the first two days and is mainly due to microalgae.

3.2.2. Phosphorus

The phosphorus final distribution in biomass and in medium is presented on Figure 54.A. It
shows that phosphate was depleted at the end of the trials for IPC2 and LPC. The dynamic
conditions revealed that the phosphorus concentration dropped below 0.1 mg P.L™ at day 6 and 8
for LPC and IPC2 respectively. Nevertheless, the growth of microalgae was not limited at the end of
the experiment for those conditions, as their growth rate was comparable with the others. As
microalgae require phosphorus to grow, the cell phosphorus storage is clearly observed for these

two conditions.
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Figure 54 : Phosphorus (A) and nitrogen (B) distribution at the end of the experiment.
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The luxury uptake of phosphorus by microalgae has previously been observed in literature
(Eixler et al. 2006; Powell et al. 2011). These authors report that phosphorus is mainly stored as
polyphosphate for short or long term use in addition to cellular content (DNA, Protein, RNA, Lipid
and intracellular PO,*). They also add that P starvation enhances P storage. In this study, the
inoculum did not suffer from phosphorus starvation before experiments, implying that no
differences in P assimilation rate were induced by the inoculum state. This storage capacity
represents a great advantage for the flexibility of the process; microalgae can accumulate
phosphorus when P is available and are still able to grow on its stock after phosphorus is depleted,
thus continuing to assimilate nitrogen.

Differences in phosphorus removal can be observed between the different conditions.
Hence, HPC experiments lead to a P removal rate of 20 mg P.L™ over the 14-day periods while the
corresponding removal rates for IPC1, IPC2 and LPC were 13, 8 and 2 mg P.L™, respectively. The
phosphorus removal rate is therefore positively correlated with the initial P concentration. The
maximum daily phosphorus removal rate was obtained for HPC, IPC1, IPC2 and LPC with 2.0, 1.3,
1.3 and 0.6 mg P.L™".d" respectively. For the lower initial phosphorus concentration (IPC2 and
LPC), the whole pool of phosphate was assimilated, and consequently, even if the removal rates
were lower than the IPC1 and HPC rates, the phosphorus removal yields were close to 100%. Due
to the high initial concentrations, the P removal yields for HPC and IPC1 were only 15 and 38% in
spite of high removal rates. For IPC2 and LPC, phosphorus was depleted whereas nitrogen was still
in large quantities at the end of the experiments. Digestate with high N:P ratios would therefore
probably not be appropriate as a unique substrate for microalgae growth for complete nitrogen
removal. The storage mechanism could be useful on a short term to prevent limitation of microalgae
growth in dynamic conditions but not over a long term.

For lower N:P ratios, phosphorus and nitrogen were not depleted, therefore it is hard to
determine whether the whole N and P can be removed, especially because nitrogen dynamic
conditions are not only dependent on microalgae growth but also on the nitrifying activity.
Furthermore, growth limitation by nutrients is here difficult to observe because of the preponderant

light limitation at the end of experiments.

3.2.3. Nitrogen

The distribution of nitrogen at the end of the experiment is presented in Figure 54.B. The

nitrogen removal rate is equal to 6.3 mg N.L™.d* over the 14-day experiment for all experiments.
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The highest removal rate of 10.1 mg.L™.d™ is obtained between days 6 and 10 when microalgae are
in a sufficient concentration and the growth is not too limited by self-shading. Similar values
between 4 and 12 mg N.L™.d™ were found in literature on pig manure with Scenedesmus sp. and
Chlorella sp. (Sevrin-Reyssac et al. 1996; Sevrin-Reyssac 1998). Nitrogen assimilation by
microalgae is equivalent for the four initial phosphorus concentrations. In our experiments,
microalgal growth was not limited by ammonia depletion thanks to the high initial ammonia
concentration (about 200 mgN.L™) even when nitrification occurred. Even if ammonia was limited,
Scenedesmus sp. and Chlorella sp. are still able to grow on nitrite or nitrate ensuring no nitrogen
limitation. Overall, nitrogen removal is equivalent to 43% of nitrogen input during the course of the

experiment.

In the case of an unbalanced N:P digestate, nitrogen could be in too high a quantity to be
fully removed via microalgae assimilation with respect to the phosphorus concentration. As
nitrification occurs in this complex matrix, it could be enhanced to remove nitrogen surplus and
therefore to reach high nitrogen and phosphorus removal yields. In addition to assimilation,
nitrification and denitrification could then increase the global nutrient removal rate if properly
mastered.

Nitrified nitrogen, represented by the sum of nitrite and nitrate concentration (NOX), is
function of the phosphorus concentration as presented in Figure 55. Indeed, for a high initial
phosphorus concentration (HPC), the final NOx concentration is high (46 mg N.L™), representing
23% of the N pool, while for a low initial phosphorus concentration (LPC), the final NOx
concentration tends towards zero. The absence of NOx at the end of the experiment on triplicates
for LPC reveals that AOB did not grow. The differences do not result from the oxygen
concentration, because not only is oxygen provided by microalgae through photosynthesis, but
microalgal growth was also observed to be the same as for other phosphorus concentrations. This
can be explained by the limited phosphorus concentration at the beginning. Indeed microalgae
consume P, thus preventing the growth of ammonia oxidizing bacteria (AOB). The P concentration
in these assays reach zero within six days, yet de Vet et al. (2012) found that nitrification could be
limited below 0.1 and stopped below 0.01 mg PO,-P.L™?, thus confirming this hypothesis. On the
contrary, phosphorus was measured in large quantities for HPC and growth of AOB, observed

through NOx evolution, did not appear to be limited in kinetic conditions.
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Figure 55 : Impact of initial phosphate concentration on nitrification (represented by NOX).

In order to remove nitrogen and phosphorus in an economical manner, the process has to
take place at a high input concentration. However, high initial phosphorus concentrations lead to
high concentrations of generated NOXx. Such a process is intended to operate in a semi-continuous
feeding mode. Therefore, in order to efficiently remove nitrogen along with phosphorus, either
microalgae species should be able to efficiently remove oxidized nitrogen forms, if they possess nir
and nar genes (as Chlorella and Scenedesmus), or bacterial denitrification should remove the
produced NOXx. In a microalgal-bacterial ecosystem, it seems possible to control the nitrification

with nutrient input, but further studies are necessary for the semi-continuous feeding mode.

4. Conclusion

The phosphorus concentration in batch experiments was found to have no impact on
microalgal growth which kept on growing even after P was depleted. This observation, along with
solid analysis, highlighted the phosphorus storage capacity of microalgae. Nitrogen removal was
not much affected by phosphorus concentrations either, whereas phosphorus removal increased with
rising P concentration. Community structure analysis during experiments helped to show that
Chlorella is more P-limited than Scenedesmus. The storage supports the robustness of this process
towards phosphorus variability. Nitrification was limited by phosphorus, the final NOx being then

dependent on initial P.
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Sous-chapitre 4. 2. Modélisation _de Pinfluence _du__phosphore sur la
dynamique d’un écosystéme microalgues/bactéries

Les résultats présentés au début de ce chapitre ont mis en exergue le stockage du phosphore
par les microalgues, ainsi que la limitation de la croissance des bactéries nitrifiantes et le
développement de communautés algales différentes en fonction de la teneur en phosphore. Le
résultat concernant la dynamique des communautés est un premier résultat a confirmer, le résultat
majeur étant le stockage du phosphore par les microalgues. L’impact sur les bactéries nitrifiantes est
probablement une résultante du stockage.

Il est possible de modéliser la croissance en utilisant un stockage a I’aide du modéle de
Droop (Droop 1973). Le modele présenté précédemment intégrant la lumiere peut ainsi étre
complété.

1. Le modele de Droop

Le modeéle de Droop a initialement été développé sur Monochrysis lutheri avec la vitamine
B12 comme substrat et transposé dans cette étude pour le phosphore. Il est constitué de 3 équations
différentielles représentant la croissance de la biomasse X (cellules.mL™), la consommation du
phosphore S du milieu et la concentration en phosphore intracellulaire Q (mgP.cellule™). Il est alors
possible de modéliser des situations dans lesquelles un nutriment est stocké dans la biomasse pour

un usage ultérieur.

: Y ]
Blomasse.dr p(l Q)X

B, 2
Substrat : — P Sons X
Concentration intracellulaire : 22 = p  —— — (@ — k)
" dr ™ g4k e

5
Les parametres de ce modéle sont zz, ko, pm et ks. z (j) représente le taux de croissance

lorsque Q tend vers 1’infini, il est supérieur au p_max de Contois ou Monod. Kq (mgP.cellule™) est

le quota minimum en dessous duquel la croissance cellulaire devient impossible. p, (j) est la vitesse
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d’absorption maximale du substrat et ks (mgP.L™) la constante de demi-saturation de la

consommation du substrat.

Dans ce modéle prenant en compte la concentration en phosphore, on introduit une variable
supplémentaire par rapport au modéle de Monod ou de Contois, la concentration intracellulaire en
substrat, que I'on note Q. Le Tableau 31 représente la matrice de Petersen du modele prenant en

compte la lumiére et le stockage du phosphore.

Tableau 31 : Matrice de Petersen du modeéle prenant en compte la lumiére et le stockage du phosphore

X A| X P stor| S N |S P| Light |Process rate

) kQ Light
Microalgae ; = .(1 — —) —_— XA
L1 growth 1] -1Q | -inxa pm Q / Light + K'.X A"
5P Kr g
2 | P storage 1 -1 =|EI'm'S_P'+ K”'Q+KPQ'K‘A
3 Death -1

avec X_P_stor = Q * X_A, Q étant la concentration intracellulaire, S_P est la concentration

en phosphore soluble.

Dans le modéle de Droop, la constante de demi-saturation pour la consommation (ks) est
différente de la constante de demi-saturation pour la croissance (Ks dans Monod). En effet, ces 2
parameétres sont nécessairement inégaux puisque la croissance est découplée de la concentration en

substrat du milieu grace aux réserves (Droop 2003).

2. Simulation du stockage du phosphore

2.1. Détermination des paramétres du modéle

Pour mieux comprendre et pouvoir modéliser 1’influence du phosphore, qui a un réle
important comme on I’a vu au niveau des processus mais aussi au vu de sa concentration qui peut
étre limitante dans les digestats, une premiére calibration d’un modéle basé sur ces concepts a été
réalisée a partir des données présentées précédemment.

Le modeéle de Contois précédemment adapte a éte utilisé comme base a laquelle ont été

ajoutées les particularités du modeéle de Droop. zz represente ainsi un taux de croissance lorsque Q

tend vers I’infini pour la condition de lumiere et la concentration en algues donnée. Pour intégrer
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I’influence de la lumiére dans le modéle de Droop, le paramétre zz a été substitué par la variable

Flux
"Flux + K'.X

Cette variable représente le taux de croissance global en prenant en compte la réduction de

M= H_m

la croissance suivant la lumiére disponible, la densité optique du milieu et la quantité¢ d’algues,

comme détaillé Sous-chapitre 3. 3 (p144).

Puisque la communauté algale a changé entre 1’étude de la couleur/lumiere et du ratio N:P,
les paramétres K’ et h (Contois) utilisés précédemment ont da étre adaptés. Les autres parametres
sont spécifiques au systéeme et restent donc inchangés, excepté u_m qui est redéfini. Le paramétre
K’ est I’équivalent dans le mod¢le de Contois de la constante de demi-saturation de la lumiere et le
paramétre h traduit I’effet de la concentration en microalgues sur I’atténuation de la lumiére (Jp). Ils
ont donc été calés manuellement sur les expériences du sous-chapitre précédent ou les phosphates
ne sont jamais épuisés (ratio N/P = 3 et 10 gN.gP™) en utilisant les données de concentration algale
et de concentration en phosphore. L’indicateur utilisé est le produit de la somme des moindres
carrés obtenue pour chacun de ces types de données. Les valeurs ainsi obtenues pour ces parametres
sont : K’ = 1,55x10"° pmolE.m2s™.cell* ; h=0,0000111 cells.mL™.

D’apres les simulations, le modéle de Droop est bien capable de simuler un stockage du
phosphore permettant la croissance des microalgues, méme lorsque les phosphates sont épuises.
Néanmoins, dans les cas ou la quantité de phosphore est largement suffisante, le stockage simulé

(Q) augmente jusqu’a épuisement des phosphates du milieu (Figure 56).
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Figure 56 : Evolution du phosphore avec le modéle de Droop non modifié
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Or ce phénoméne n’est pas observé en pratique, puisque la consommation du phosphore
semble se réduire aprés 10 jours. La quantité intracellulaire minimum est définie par le parameétre
ko, mais il existe aussi une borne supérieure correspondant a la vitesse de croissance maximale
(Bougaran et al. 2010). Ces deux parameétres sont définis comme des limites physiologiques (Elrifi
and Turpin 1985).

Il a donc été ajoute une saturation a la concentration intracellulaire en P du modele de Droop
afin de pouvoir représenter le fait que la concentration en phosphore dans la cellule n’est pas
infinie. Cette limitation a été représentée a 1’aide d’une inhibition type Monod sans compétition.

Ainsi les égquations concernant la disparition et le stockage du phosphore deviennent :

dp Pk,
dt P Piksp Q+ kag

do p ko
dt ™" Pk, Qtko,

— (@ — kg)

Au vu du nombre de paramétres et de résultats expérimentaux, il n’est pas possible de caler
les parametres précisément en utilisant un calage comme au chapitre précédent (minimisation avec
fonction de codt). Un calage manuel, tel que défini ci-dessus, a cependant permis de représenter la
croissance et la dynamique du phosphore assez fidélement (Figure 57) avec les valeurs des

paramétres représentés dans le Tableau 32.

Tableau 32 : Paramétres du modéle représentant le stockage du phosphore (basé sur Droop) calés manuellement
sur la concentration en phosphore et en microalgues.

Parameétre pH_m Ko Pm Ks p Ke o
Valeur 1.75 4.10°® 1.10° 2.2 3.10°
Unité it mgP.cell™  mgP.cell”  mgP.L™  mgP.cell’
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Figure 57 : Croissance des microalgues (A) et évolution de la concentration en phosphore (B) expérimentales et
simulées pour différentes concentration initiales en P.

Ces figures révelent une bonne adéquation entre les comportements observés et simulés. Par
exemple, la croissance simulée continue sur les réserves comme la croissance observée apres que le
phosphore du milieu soit totalement consommé (Figure 57.A). La concentration maximum en
microalgues est en outre assez bien représentée par ce modele. De plus, la deuxieme inflexion de la
courbe représentant la concentration en P indique la saturation de la concentration intracellulaire

comme observeé sur les résultats expérimentaux (Figure 57.B).

2.2. Analyse de sensibilité

Afin d’évaluer I’impact de la variabilité des facteurs d’entrée sur les variables de sortie, une
analyse de sensibilité a été réalisée pour les cas HPC et LPC sur les parametres affectant I’impact de
la lumiére et le stockage du phosphore. Ces paramétres ont été augmentés de 10 % et la variation
apres 14 jours de la concentration en microalgues et de la concentration en phosphore ont servi de
comparaison. En revanche, puisque la concentration finale en phosphore est trés faible dans le cas

LPC, cette comparaison n’a pas été utilisée.

Tableau 33 : Analyse de sensibilité des parametres du modele

HPC LPC
Parametre (W] [P] (W]
v 1% 0% 4 %
K' 2% 0% 2%
Pm 0% 3% -4 %
ka 0% 0% 1%
Ks p 0% 0% 3%

Ke o 0% 10 I
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Globalement les parametres sont assez peu sensibles, néanmoins Ks_Q a une forte influence
sur la concentration en algues pour LPC et une influence moyenne sur la teneur finale en P pour
HPC. La forte sensibilité de ce parametre provient du fait qu’il limite le stockage. Dans le modele,
seul le phosphore stocké est utilisé pour la croissance, hors pour la condition étudiée LPC, la
concentration en phosphore étant déja faible ce parameétre diminue plus encore la concentration
disponible pour les microalgues. Pour les conditions avec beaucoup de phosphore (HPC), ce
paramétre permet d’éviter un stockage « infini » du phosphore. 1l est donc trés impactant sur la

concentration en phosphore.

Le modéle prenant en compte ’effet de la concentration en phosphore et le stockage
intracellulaire dans la biomasse algale a pu étre complété et calé en intégrant I’effet de la lumiére et
son atténuation développé Sous-chapitre 3. 3 (p 144). Ce modele est schématisé Figure 58. Bien
qu’il n’intégre toujours pas certains facteurs dont la mort des microalgues, il a permis de reproduire

les comportements observés de la biomasse algale et de la consommation du phosphore associée.

Coef. atténuation (Jb)
Beer-Lambert

D.O. Contojs

Monod

2

Figure 58 : Représentation schématique du modele intégrant la limitation de croissance par la lumiére dans un
milieu coloré et le stockage du phosphore.

180



Chapitre 4. Etude et modélisation de I’influence de la concentration en phosphore et du ratio N/P
sur la dynamique d’un écosystéme microalgues/bactéries

3. Modélisation des interactions microalgues/nitrification liées au phosphore

A T’aide du modéle développé et de I’ajout d’un processus de croissance de bactéries
nitrifiantes telle que définie dans ASML1, le concept de la modélisation des interactions microalgues-
nitrifiantes a été observé. La croissance des nitrifiantes (AOB) n’a été limité que par le terme de
Monod représentant la limitation en phosphore. En revanche, la concentration en oxygéne qui est un
paramétre important pour la croissance de ces microorganismes n’a pas été prise en compte
directement par manque de données précises sur ce point. Cependant, pour representer le décalage
de croissance des AOB par rapport aux microalgues qui leur fournissent de 1’oxygene, la croissance
a été artificiellement décalée de 4 jours.

Les deux conditions extrémes précédentes ont été simulées, soit des concentrations en
phosphore initiales de 2,5 et 66,7 mg P.L". En I’absence d’information concernant leur
concentration, la teneur en AOB initiale a été fixée arbitrairement & 0,01 mg DCO.L™. De plus, la
constante de demi-saturation de cette biomasse (Kposano) @ été imposée selon les parametres par
défaut du modele ASM2d (Henze et al. 2000). Le taux de croissance maximum (panomax) @ €té
subjectivement fixé a 0,5 j au lieu de 1 pour réduire la croissance a cause du niveau d’oxygeéne non
optimal.

La Figure 59 représente les concentrations en microalgues et en nitrifiantes simulées pour

des concentrations en phosphore de 2,5 et 66,7 mg P.L™.

1.0E+07 ] = LOE+01
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] /)/(——ef
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Figure 59 : Concentrations en microalgues et en bactéries nitrifiantes (AOB) simulées pour des concentrations
initiales en phosphore de 2,5 (min) et 66,7 (max) mg.L™.
La réduction de croissance observée pour les microalgues est de 32 % environ a 14 jours,
alors qu’elle est a 80 % pour les bactéries nitrifiantes entre les conditions extrémes en P. Ces

résultats valident le concept avancé précédemment. Cependant, les parameétres calés du modéle
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développé et les paramétres relatifs a la croissance des bactéries nitrifiantes d’ASM1 n’expliquent
pas la réduction de la nitrification a hauteur de 96 % (Sous-chapitre 4. 1, p 157) entre ces deux
conditions.

Deux hypothéses majeures peuvent étre avancées. D’une part, la constante de demi-
saturation du P pour les AOB peut étre plus élevée que le 0,01 mg P-PO,.L™" du modéle ASM1, ce
qui conduirait a une plus forte limitation de la condition avec peu de phosphore. D’autre part, il est
possible que la relation entre les algues et les AOB a travers I’oxygene induise systématiquement un
retard de croissance des bactéries nitrifiantes en faveur des microalgues, les avantageant dans un
milieu pauvre en phosphore. Ce mécanisme ne peut étre simulé qu’avec des données précises de la

production d’oxygene par les microalgues.

182



CHAPITRE 5. Etude et modélisation de I’influence du carbone
inorganigue et des transferts dans un écosysteme
microalqgues/bactéries




Chapitre 5.Etude et modélisation de 1’influence du carbone inorganique et des transferts dans un
écosysteme microalgues/bactéries

1. Introduction

La culture de microalgues peut étre utilisée afin d’épurer les effluents d’élevage et de
valoriser les nutriments (N, P) présents (Marcilhac et al. 2014). Dans le cadre d’une filiére de
méthanisation, ce type de procédé apparait d’autant plus pertinent que le dioxyde de carbone (CO,)
issu de la combustion du biogaz dans les turbines de cogénération peut étre utilisé pour la
croissance des microalgues, diminuant ainsi 1’impact carbone de la filiere tout en favorisant la
croissance algale. En effet, le carbone inorganique présent dans les digestats par rapport aux teneurs
en azote, de 1’ordre de 1,5 g C inorg.g N™* est insuffisant pour éliminer tout I’azote sous forme de
biomasse algale dont les ratios C/N sont de I’ordre de 5 g C.g N™%. Ainsi, les gaz de combustions
semblent étre appropriés pour apporter le surplus de carbone inorganique nécessaire a la croissance
algale. En effet, cette croissance et 1’épuration de 1’azote, du phosphore et du carbone associée
semblent identiques avec I’utilisation des gaz de combustion et 1’utilisation de CO; pur (Doucha et
al. 2005 ; de Godos et al. 2010). De plus, les composes nuisibles (Cd, Pb, Hg, benzo[a]pyren, HAP)
présents dans ces gaz ne sont pas retrouvés dans la biomasse (Kastanek et al. 2010).

Un certain nombre d’enjeux techniques freinent néanmoins cette technologie. Les
microalgues étant des microorganismes autotrophes necessitant du carbone inorganique, 1’enjeu sur
le CO, est important pour la croissance. Plus particulierement, le digestat peut limiter le transfert
nécessaire des gaz de combustion limitant la quantité de carbone inorganique disponible pour la
biomasse autotrophe. Les problématiques portent autant sur la quantité optimale de carbone
inorganique nécessaire a la croissance algale que sur les notions de transferts gaz-liquide qui
peuvent étre fonctions de la teneur en algues et de la dilution du digestat.

L’impact du milieu sur les transferts gazeux a été étudié par Kantarci et al. (2005). Tout
d’abord, les algues et la viscosité du digestat sont susceptibles de provoquer une augmentation du
phénomene de coalescence des bulles et agiraient donc en augmentant leur taille, ce qui joue en
défaveur des transferts gazeux (diminution de I’aire interfaciale et augmentation de la vitesse de
remontée de la bulle). De méme, la phase liquide du digestat peut contenir des matiéres en
suspension résiduelles suite a la séparation liquide/solide. Celles-ci sont susceptibles de s’adsorber
aux interfaces gaz/liquide, provoquant selon 2 théories soit un effet barriére (la monocouche
provoque une résistance au transfert des molécules de gaz de la bulle au milieu), soit un effet
hydrodynamique (la stabilisation de I’interface rend le transfert plus difficile). Les algues peuvent
de méme affecter la solubilité du CO, en modifiant la tension de surface du milieu (Molina Grima
et al. 1993). A I’inverse, la sécrétion d’anhydrases carboniques peut améliorer 1’hydratation du CO,

(Collett et al. 2011). Kantarci et al. (2005) reportent de méme que le coefficient de transfert (k_a)
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peut étre augmenté par la présence de particules solides en faible concentration. En raison de ces
différents impacts possibles sur le transfert, il est important de mieux comprendre I’impact des
conditions opératoires du procédé sur les transferts, notamment a travers une mesure des
coefficients de transfert.

En outre, la littérature converge vers la conclusion qu’il existe une quantité de CO, optimale
a fournir pour une croissance optimale des algues. Au-dela de cette quantité optimale, le taux de
croissance de la culture diminue (Sung et al. 1999 ; De Morais and Costa 2007). Dans ces éetudes, le
pH est souvent non régulé. L’inhibition des algues par les forts ajouts de CO, pourrait donc étre
plutét due a I’acidification du milieu selon Soletto et al. (2008) et Olaizola (2003). La valeur
optimale est cependant trés différente d’une étude a I’autre, les conditions opératoires et les souches
étant variables.

L’objectif de cette étude est donc d’étudier les transferts du CO, dans les cultures algales,
de déterminer une quantité optimale a fournir et de définir I’impact du carbone inorganique sur la

croissance algale.

2. Rappel sur les notions de transfert

L’injection directe d’un gaz comprenant du CO; dans le milieu de culture reste la méthode
privilégiée pour fournir du carbone inorganique aux microalgues. Elle implique cependant une
dissolution du CO, gazeux en carbone inorganique dissous utilisable par les microalgues. Le
coefficient volumique de transfert d’un gaz dans un liquide est appelé k,a. Ce coefficient permet de
caractériser la qualité du transfert dans un milieu donné. Le modéele utilisé pour représenter I’acces
au CO, pour les algues est celui du transfert de masse au travers de 3 couches tel que représenté par
la Figure 60. Ce modele décrit les transferts depuis le gaz a la couche limite cOté gazeux puis
I’échange entre cette derniére et la couche limite c6té liquide, et enfin le transfert de cette couche au

liquide
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Figure 60 : Modele des couches limites (pas a I’échelle) selon Langley et al. (2012)

Hors, il est largement accepté que le CO, diffuse sans contrainte au travers de la membrane
cellulaire (Amoroso et al. 1998 ; Badger and Price 2003 ; Giordano et al. 2005). Ce modele peut
alors se limiter a la théorie des 2 couches limites telle que décrite par Markl et al. (1977). La vitesse
de diffusion limitante se situe alors au niveau de la résistance gaz/liquide de la bulle gazeuse.

Pour des raisons pratiques, le ki a(O,) est plus aisé a évaluer que le k a(CO,). Il est donc
courant (Talbot et al. 1991; Langley et al. 2012 ) d’évaluer le ki a(O2) et d’en extrapoler le
ki a(CO,) a I’aide de la formule suivante tirée du modéle de pénétration de Higbie (1935) :

D
k,a(CO,) = kya(0,) X |—=
- - | D,
‘iq z

Avec Dco; et Do, : coefficient de diffusivité respectifs du CO; et de 1’0, (dans les mémes
conditions). Le Perry’s chemical engineers’ handbook (6th edition) indique dans 1’eau a 25°C :
Dcoz =1,96 x 10° cm?.s™
Doz = 2.50 x 10° cm?.s™
Soit : k, a(C0,) = k,a(0,) x 0,8852a25°C

Il est courant en épuration d’évaluer I’impact du milieu par le calcul du coefficient o a cause

des différences du transfert gazeux dues a la matrice :

i'{_I.E'l

o =
kLE

Avec : kia’ : ki a estimé sur le milieu

ki a : ki a estimé sur eau claire dans les mémes conditions de température
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Des valeurs de coefficient a en digestat dilué n’ont pas pu étre trouvées dans la littérature.
Cependant, selon Boursier (2003), le coefficient o du lisier non dilué est compris entre 0,28 et 0,33.
Pour comparaison, le coefficient a des boues de station d’épuration urbaine est compris entre 0,65
et 0,90 selon leur teneur en MES (Duran et al. 2013).

3. Reésultats et discussions de I’étude en bioréacteurs

L’étude du transfert du CO, dans les photobioréacteurs avec une matrice digestat contenant
des algues a été tout d’abord réalisée. Ensuite, le suivi de la croissance des microalgues a plusieurs
débits d’injection a permis de quantifier le transfert en condition de culture et de déterminer I’effet

du débit sur la croissance algale.

3.1. Etude du transfert du CO,
3.1.1. Etude en eau claire

Avant d’étudier les transferts en matrice digestat et algue, le systéme a été caractérisé en eau
claire sur une gamme de débits.

Comme indiqué précédemment, le transfert du dioxyde de carbone a été estime a partir du
transfert d’oxygeéne en prenant en compte les différences de diffusivité. La Figure 61 représente
I’évolution de la concentration en oxygene dissous lors d’une injection d’air en fonction du temps et
sa représentation logarithmique. La partie linéaire de la représentation logarithmique s’étend
d’environ 0 a 6 min. Les essais ont donc été conduits durant ce temps, avec le relevé de la
concentration en oxygene dissous par intervalles de 5 secondes. Les ki a ont été estimés sur cette
partie linéaire pour toutes les conditions. Pour chaque détermination, le R? a de méme été calculé

afin de s’assurer de la précision des résultats. Celui-ci a été supérieur a 0,95 pour toutes les mesures.
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Figure 61 : Cinétique de dissolution de 1’0, en eau claire et sa représentation en logarithme népérien pour

déterminer le k, a.

Le coefficient de transfert est, de maniére générale, fortement influencé par le débit

d’injection du gaz (Painmanakul 2005). Sur la gamme de débits 0 & 0,52 L.min™, un k.a co2

maximum de 2.6.10° s a été obtenu, pour le débit d’air maximum (Figure 62). Ce coefficient de

transfert est dans la moyenne de ce qui peut étre observé dans la littérature pour une colonne de

bulles, entre 2.10° et 4.10° s (Ugwu et al. 2008). Le kLa mesuré est proportionnel au débit

d’injection dans cette gamme, ce qui méne 4 la relation suivante : k .aCO, (s) = 4,7.10° x débit

(L.mn'l) +0,27.10°. La variabilité peut €tre appréciée par les barres d’erreur représentant 1’écart

type entre les duplicats.
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Figure 62 : Influence du débit d’injection sur le coefficient de transfert.
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3.1.2. Etude en conditions process

Afin d’étudier I’impact du procédé sur ce transfert, nous nous sommes tout d’abord intéressé
a I’impact de I’influent, le digestat, sur ce transfert. Comme indiqué précédemment, cet impact est
évalué en comparant le transfert obtenu dans les mémes conditions en eau claire et en présence de
digestats (2 dilutions étudiees). Le rapport de ces 2 valeurs étant le coefficient Alpha (o). Les
différentes mesures concernant I’impact du digestat, réalisées en duplicats avec un débit de 0,5
L.min™, ont mené a des moyennes respectives sur le coefficient o de 0,98 +/- 0,10 et 0,93 +/- 0,07
respectivement pour les dilutions 1/50 et 1/30°™. Le test d’égalité des espérances démontre qu’étant
données les incertitudes de mesure et pour les dilutions de cette étude, ’impact du digestat n’est pas

significatif au risque de 5%.

Par la suite, I’impact des microalgues sur ce transfert a également été étudié. Les résultats
sont présentés Figure 63. Les mesures, réalisées en duplicats avec un débit de 0,5 L.min™, ont mené
a des moyennes de coefficient a de 1,15 +/- 0,08 et 1,16 +/- 0,07 respectivement pour les
concentrations 6,7.10* et 1,2.10°. Les tests statistiques sur les valeurs obtenues montrent que le
transfert gazeux est significativement amélioré par la présence d’algues (t-Student, 5 %), et ce de
maniere équivalente pour les deux concentrations étudiées. Puisque les réacteurs étaient placés a
I’obscurité et que la production d’oxygene se déroule durant la phase lumineuse de la

photosynthése, une augmentation artificielle de la vitesse de transfert gazeux n’est pas a suspecter.
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Figure 63 : Evolution du coefficient a en fonction de la concentration en algues dans le milieu du transfert
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Cette augmentation du ki a est en accord avec le cas de particules solides en faible
concentration décrit par Kantarci et al. (2005). De maniére similaire, 1’augmentation du ki a avec la
concentration en micro-organismes a déja été observée en culture de levure par Ni et al. (1995) qui
rapportent une augmentation du k.a de 1,8.10% & 2,4.10? s™ pour un passage de 1,2 & 4,1 mg
MS.mL™ de biomasse, soit un coefficient alpha de 1,3.

3.2. Influence de la concentration en carbone inorganique

Les débits étudiés s’étendent de 0 a 0,52 L.min™ en injection 15 min par heure et sont
appelés de QO a Q5 respectivement (3.2.3.2, p 108).

3.2.1. Croissance algale

La cinétique de croissance algale pour les différents débits étudiés est représentée Figure 64.
Le débit Q4 n’a pas montré une évolution cohérente avec les autres débits, il n’est donc pas intégré
a la suite de ’analyse des résultats. La concentration algale la plus élevée (6.10° cells.mL™) est
atteinte pour le débit Q5. Aprés 72 heures, la croissance est limitée par la lumiére pour cette
condition comme cela a déja été observé précédemment (Marcilhac et al. 2014). Lorsqu’aucun CO,
n’est introduit (QO), les microalgues parviennent a se développer sur le reste de carbone
inorganique initialement présent dans le digestat malgré le fait qu’il ait été épuré en amont.

Cependant, la croissance stagne apres 48 h de culture, indiquant 1’épuisement de ce TIC résiduel.

6.0E+5

4.0E+5

(cells.mL"1)
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Figure 64 : Evolution de la concentration en microalgues en fonction du temps pour les différents débits
d’injection.

190



Chapitre 5.Etude et modélisation de 1’influence du carbone inorganique et des transferts dans un
écosysteme microalgues/bactéries

Les taux de croissance () calculés entre 17 et 65 h sont compris entre 0,22 et 0,54 j* pour
les débits de QO et Q5 respectivement. Néanmoins, le taux de croissance pour le débit nul est
surestimé a cause du reste de carbone inorganique dissous au début de I’expérience.

La productivité moyenne de la biomasse algale (entre 48 et 72 h) est plus représentative du
phénomene de limitation du carbone inorganique, ¢’est pourquoi elle a été représentée en fonction
du débit d’injection de gaz sur la Figure 65. Des différences significatives peuvent étre observées en
fonction du débit d’injection. Pour un débit de gaz nul (QO), la productivité calculée est négative a
cause de la mort de la biomasse. La productivité augmente avec le débit d’injection de CO; et
atteint une valeur maximum de 160 mg.L™j™* pour le débit le plus élevé. Cette productivité en
fonction du débit semble tendre vers une limite d’environ 180 mg.L™j . Dans la littérature, on
retrouve des valeurs de productivité similaires de 31 & 332 mg.L™.j™ sur des digestats (de la Noiie
and Basseres 1989 ; Molinuevo-Salces et al. 2010).

Bien que I’influence du débit sur la culture algale soit probante, on remarque que le débit
maximum (Q5) ne méne qu’a une augmentation de la productivité de 1,7 par rapport a Q1, alors
qu’il est environ 7 fois plus élevé. Cela implique que le debit de CO, fourni a la biomasse
autotrophe a certes un impact conséquent, en comparant la présence et I’absence, mais que son effet

reste modéré au vu des quantités fournies.
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Figure 65 : Productivité en biomasse selon le débit.
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3.2.2. Evolution du carbone inorganique

L’évolution de la concentration en carbone inorganique dans chaque réacteur (TIC) est
représentée Figure 66. La concentration en TIC correspondant au débit QO chute de 4040 mg C.L™
en 60h environ, tandis que la concentration des débits Q2 a Q5 ne diminue que jusqu’a environ 20
mg C.L™?, le débit Q1 provoquant un comportement intermédiaire. En comparant ces résultats avec
ceux présentés précédemment concernant la croissance algale (Figure 64), en parallele de cette
chute de concentration pour QO, on observe également une limitation de la croissance algale a partir
de 48 h. Puisque toutes les autres conditions sont identiques dans les réacteurs, cette limitation peut
étre imputée a la concentration en carbone inorganique dissous qui semble étre limitante en dessous

de 10 mg C.L™ environ.

50

40
o ——Q0
;,! 30 —=—Ql1
E 20 - Q2
(;) —4—Q3
= 10 -

——0Q5
0 T T T T

0 20 60 80

40
Temps (h)

Figure 66 : Evolution du carbone inorganique du milieu durant la culture pour les différents débits d’injection.

Afin de mieux comprendre les transferts, il faut s’intéresser aux différents compartiments du
carbone (Figure 67). Le carbone inorganique est apporté par le dioxyde de carbone et transféré au
milieu suivant les transferts gaz-liquide discutés en 3.1 (p 187, k.a) ; une partie du gaz injecté est
ainsi perdue directement a I’injection. En outre, les microalgues utilisent le carbone inorganique
dissous présent dans le milieu pour leur croissance. Dans cette étude, 1’injection séquentielle du
dioxyde de carbone rend la comparaison entre le transfert observé et le transfert réel compliquée.
Néanmoins, outre le fait de contrdler plus précisément le débit, cette stratégie permet de consommer
le carbone inorganique dissous pendant la phase de non injection augmentant de ce fait le transfert a

la reprise de I’injection de gaz.
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Biomasse
algale

Figure 67 : Schéma des transferts du carbone dans une culture algale.

Le COT mesuré sur les échantillons prélevés dans les réacteurs a différents temps
expérimentaux présente une forte corrélation avec le comptage algal (R2 = 0.92) et la D.O. (R2 =
0.97) réalisée sur ces mémes échantillons (Figure 68). Ces résultats indiquent que 1’évolution du
COT est principalement liée a la croissance de la biomasse algale. La biomasse bactérienne est soit
négligeable vis-a-vis de la biomasse algale, soit elle est trés fortement corrélée a cette derniére.
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Figure 68 : Corrélations de I’évolution du carbone organique dissous en fonction de la densité optique 2 680 nm
et de la concentration en algues.

Il semble alors possible de déterminer la teneur en carbone de la biomasse algale en
considérant que les valeurs de TOC obtenues correspondent au carbone contenu dans les algues et
les MES correspondant a la quantité d’algues. A partir de ces données, la biomasse serait ainsi

composée de 29,6 % de carbone organique. Ce pourcentage est éloigné des 50 % de carbone
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communément observés et des 48.8 % obtenus précédemment dans les expérimentations sur le
phosphore (Sous-chapitre 4. 1, p 157). Ces valeurs faibles pourraient indiquer que le carbone
organique a été sous-estimé ou bien qu’il a été consommé par les bactéries hétérotrophes en
présence.

La raison analytique pourrait étre un brassage insuffisant par le barreau aimanté sur le
passeur d’échantillons créant une hétérogénéité¢ avant le prélévement automatique. Néanmoins, au
vu des bonnes corrélations précédentes, si 1’échantillon a décanté, il semble avoir décanté de fagon
proportionnelle dans tous les échantillons. La consommation du COT par les bactéries
hétérotrophes ne peut cependant pas étre écartée, puisque le carbone organique dissous initial est
d’environ 190 mg C.L™ et la croissance algale apporte 1’0xygéne nécessaire a leur croissance. Ne
pouvant déterminer les raisons exactes, ce pourcentage de 29,6 % est donc conservé pour

I’exploitation des résultats.

Le taux de transfert, c’est-a-dire le pourcentage de CO, transféré dans le milieu par rapport a
la quantité injectée, est calculé a 1’aide de 1’évolution des concentrations en carbone organique et
inorganique du milieu. Il inclut le carbone intégré dans la biomasse algale. La Figure 69 représente
I’évolution du taux de transfert en fonction du temps pour le débit intermédiaire, Q2. Ce taux de
transfert augmente au cours du temps pour tous les débits non nuls, Q1 a Q5. Le taux de transfert

est faible au début du batch (< 5%) et augmente progressivement jusqu’a environ 60 % apres 65 h.
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Figure 69 : Evolution du taux de transfert en fonction du temps dans la culture en batch pour le débit Q2.

La concentration en microalgues variant au maximum entre 2.10* et 6.10° il est peu
probable que 1’évolution du transfert soit due au milieu, puisque le coefficient alpha (1,13) n’est pas
significativement différent entre des concentrations de 6,7.10* et de 1,2.10°. Durant la croissance, le

parametre influencant le transfert et qui évolue est le carbone inorganique dissous. La Figure 70
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représente le taux de transfert en fonction de la concentration en carbone inorganique dissous. Le
taux de transfert passe ainsi d’environ 5 % pour une concentration en carbone inorganique de 40
mg.L™ & 65 % lorsque le TIC chute & 15 mg.L™.

L’augmentation du transfert & partir de 30-40 h est donc due a 2 phénomenes associés a la
plus forte productivité. D’une part la productivité augmentant, la biomasse stocke du carbone
inorganique, sous forme de carbone organique, qui est pris en compte dans le transfert. D’autre part,
la productivité plus élevée provoque une diminution du carbone inorganique dissous favorisant le

transfert gaz liquide.
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Figure 70 : Taux de transfert (%) en fonction de la teneur en carbone inorganique dissous du milieu.

La Figure 71 représente le carbone transféré depuis I’injection de dioxyde de carbone
jusqu’a la biomasse algale entre 40 et 65 h de culture. Il est d’une part exprimé en valeur absolue et
d’autre part en pourcentage de la quantité injectée. Le carbone inorganique transféré a la biomasse
augmente en fonction du débit de 10 & 45 mg C.L™.j™ pour les débits Q1 et Q5 respectivement. Il
est fortement lié a la productivité algale comme statué précédemment. En revanche, le pourcentage

de carbone inorganique transféré diminue avec le débit de 56 a 29 % entre les débits Q1 et Q5.
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Figure 71 : Carbone transféré entre I’injection de CO, et la biomasse entre 40 et 65 h de culture en fonction du
débit, exprimé en pourcentage et en valeur absolue.

L’efficience du dioxyde de carbone est donc maximale pour des débits faibles, mais c¢’est
aussi pour ces débits que la productivité est la plus faible. A I’inverse, lorsque la productivité algale
est maximale (Q5), le transfert est réduit d’environ 50 % par rapport au débit Q1.

Cette observation a des conséquences en termes de procédé en fonction de la quantité de
CO; injectable a la culture. Si le gaz de combustion peut fournir des quantités excédentaires de CO,
pour épurer tout 1’azote, la productivité pourra étre maximisée au détriment du transfert et donc de
I’impact carbone du procédé. En revanche, si le carbone inorganique a fournir est limitant, il sera
nécessaire d’optimiser le transfert et de faire des concessions sur la productivité pour globalement

valoriser les nutriments du milieu.

3.2.3. Nutriments

Le suivi des concentrations des formes ioniques azotées et des phosphates a permis
d’évaluer 1’élimination de N et P. L’évolution des concentrations en azote et en phosphore est
représentée Figure 72. L’ammonium varie au maximum entre 60 et 40 mg N-NH,".L™, tandis que
les phosphates passent de 10 & 5 mg P.L™, montrant ainsi que ni I’azote, ni le phosphore (Sous-
chapitre 4. 1, p 157) ne sont limitants.

L épuration de I’azote (Nitrogen Assimilation Rate : NAR) suit la méme tendance que la
productivité algale et est donc maximale pour les débits de CO, maximums & 10.1 mg N.L™.j™
Cette valeur est du méme ordre de grandeur que celle rapportée par Shi et al. (2007) qui ont obtenu

6,3mg.L 1™
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Figure 72 : Evolution de NH," et de PO,* au cours de la culture algale a différents debits de CO..

La bonne adéquation entre le NAR, défini a ’aide des concentrations en NH;", NO, et NO3”
, et la productivité (R2 = 0.99) permet de montrer que 1’épuration de I’azote est principalement
réalisée par assimilation algale dans cette étude. De plus, puisque la photosynthése a lieu en continu
(lumiére en continue), la concentration en oxygéne inhibe la dénitrification, évitant de ce fait une
perte sous forme N,. Ainsi, en comparant la productivité algale et 1’élimination de I’azote, il a été
possible de déterminer que la biomasse contient environ 6,5% massique en azote. Cette valeur est
comparable aux taux d’azote mesurés par d’autres auteurs pour Chlorella vulgaris, de 3,6 a environ
10 % (Griffing et al. 2007; Akerstrom et al. 2014 ). Avec la teneur en carbone déterminée, le ratio
CIN calculé est de 4,6 g C.g N*. Ce ratio est cohérent avec les résultats obtenus pour I’étude du

phosphore qui sont compris entre 4,4 et 4,8 g C.g N™ (Sous-chapitre 4. 1, p 157).

Comme pour 1’azote, I’épuration du phosphore augmente avec le débit d’injection de CO..
Le maximum d’épuration est obtenu a 2,1 mg P.L™j* pour 0,52 L.min™". L’équation de la vitesse
d’épuration du phosphore montre une corrélation correcte avec la productivité (données non
montrées). Néanmoins, le lien avec la productivité est moins marqué que pour le NAR avec un
coefficient de corrélation de 0,85. Bien qu’il ait été reconnu dans la littérature que la quantité de
phosphore intracellulaire soit soumise a variation (Powell et al. 2011), la concentration moyenne

dans cette étude semble étre de 0,9 %.

En outre, la nitrification s’est révélée trés faible sur le temps de I’expérience, probablement
a cause du manque de temps pour que les communautés de nitrifiantes (AOB) s’établissent. Une

faible augmentation de NOx est néanmoins observée aprés 2 jours avec une augmentation
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maximum de 0,25 mg N-NOx.L™j* pour les débits de 0,07 et 0,19 L.min™. La nitrification est
maximum pour des débits faibles, alors que les AOB ont besoin de carbone inorganique comme
source de carbone au méme titre que les algues. Cependant, il peut étre supposé que de trop forts
débits ¢liminent 1’oxygeéne du milieu, ne permettant pas aux AOB d’accéder a leur accepteur final

d’électron (Oy) et limitant ainsi leur croissance.

4. Modélisation de ’impact du carbone inorganique sur la croissance algale en jar-test

L’impact de la concentration en carbone inorganique seule a ensuite été étudié en systeme
plus simple pour s’affranchir des transferts. Le systéeme utilisé est un jar-test, dont le milieu
synthétique est supplémenté en hydrogénocarbonate de sodium (solide) afin de pouvoir déterminer

les constantes cinétiques relatives au Cinorg.

4.1. Modéle

La modélisation a été réalisée suivant le modele développé précédemment dans le Sous-
chapitre 3. 3 (p 144), intégrant la limitation de la croissance par la lumiere, la couleur du milieu et la
concentration en biomasse. Afin d’ajouter le phénomene de limitation de la croissance en fonction
du carbone inorganique, un terme de Monod a été utilisé :

5_Ci

SCi+KC

L’impact du phosphore n’a pas été considéré, puisque la concentration en P a été fixée a une
valeur suffisante pour éviter 1I’épuisement. Le modele utilisé pour les simulations est ainsi défini
dans le Tableau 34. Comme pour les modéles précédents, il n’a pas été possible de déterminer la
mort de la biomasse puisque les paramétres u_max et b sont fortement corrélés dans nos

expérimentations.

Tableau 34 : Matrice de Petersen représentant I'influence de la lumiére et du carbone inorganique sur la
croissance algale.

X A| SN | S C.i| Lumiére |Process rate

Microalgae Light S Ci <A
! growth 1| -inxea | -1Ya B ”’““”"LightJr K'X, SCi+KC -

2 -1

Avec Y_A le rendement de croissance de X_A (g X_A.gS_C™)
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La Figure 73 représente 1’évolution du carbone inorganique en fonction du temps de culture.
Les variations sont dues d’une part a la consommation du carbone inorganique par la biomasse et
les pertes sous forme gazeuse et d’autre part a 1’ajout de NaHCO3 réalisé manuellement pour

maintenir des niveaux de carbone inorganique en solution différents.
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Figure 73 : Evolution du carbone inorganique total en jar-test. Les concentrations sont ajustées manuellement
pour fixer 6 niveaux de concentration (C0 & C6).

La concentration en carbone inorganique étant variable pour chaque condition, une

extrapolation linéaire entre les points de mesure a été utilisée pour servir d’entrée de simulation.

4.2. Calage et simulation

Comme les expérimentations précédentes ont pu le montrer, la croissance algale est fonction
de la quantité de carbone inorganique fournie. Puisque la communauté algale est la méme que pour
les expérimentations sur le phosphore (Chlorella dominant), les paramétres h et K’, représentant
respectivement la modulation du coefficient d’atténuation de la lumiére en fonction de la
concentration algale et I’équivalent de la constante de demi-saturation du modéle de Contois, ont

été conserveé. Seuls le taux de croissance maximum, L_max, et la constante de demi-saturation K_C

ont été calés avec les données expérimentales.

Le calage a été réalisé sur la concentration en microalgues, la concentration en carbone
inorganique étant soumise a des variations indépendantes de la biomasse (pertes gazeuses de CO,) a
I’aide d’un algorithme Nelder-Mead (Nelder and Mead 1965). Ce data fitting n’a été réalisé que sur
les conditions C1 a C5, puisque malgré I’absence de carbone inorganique dans CO, les microalgues

ont pousse. Cela peut étre expliqué par la configuration rustique du systéme qui présentait une forte
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surface d’échange gaz-liquide au vu du volume, permettant aux algues d’accéder au dioxyde de
carbone atmosphérique.

Les parametres p_max et K_C ainsi obtenus sont respectivement égaux a 1.06 j et 5.34 mg
C-inorg.L™. La Figure 74 représente les concentrations en microalgues expérimentales et simulées

pour les conditions CO a C5.

2.0E+05
" ]
] § "
S i
o i .
©
o 1.5E+05 - s CO
(S)
N A C1
|
S E = C2
: 1.0E+05
5 2 e C3
]
- o
g2 ca
€ 506404 = G5
o
(8]
c
o
Q
0.0E+00 - T T T T
0 20 40 60 80 100

Temps (h)

Figure 74 : Concentrations en microalgues expérimentales et simulées pour les conditions C0O a C5.

Les valeurs simulées sont assez proches des données expérimentales pour les conditions C2
a Cb5. En revanche, les concentrations simulées pour CO et C1 sont éloignés des conditions
expérimentales. Comme expliqué précédemment, les échanges gazeux avec I’atmosphére peuvent

conduire a des quantités totales de carbone disponible supérieures aux concentrations mesurées.

Il a donc été possible d’accéder a un ordre de grandeur de la constante de demi-saturation
pour le TIC, mais il serait nécessaire de concevoir des expérimentations plus appropriées pour
déterminer précisément cette constante et déterminer 1’impact des différentes formes du carbone
inorganique (CO,, HCO5', CO3?).

5. Conclusions

Les résultats obtenus lors de cette étude ont montrés que les transferts gazeux ne sont pas
impactés par le digestat dilué (de 1/30 & 1/50) mais que la suspension algale a permis d’augmenter
sensiblement les transferts par rapport a 1’eau claire (a = 1,16). Par ailleurs, la quantité de carbone

inorganique fournie au milieu de culture impacte directement la croissance de la biomasse algale.
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Ainsi, une croissance maximale de 160 mg.L™.j* a été observée pour le débit maximal de CO,, ce
qui correspond a une assimilation de I’azote et du phosphore de ’ordre de 10,1 mg N.L™%j* et 2,1
mg P.L%j? respectivement. Ces données de croissance semblent assez proches de I’optimum
atteignable dans ces conditions de culture, d’environ 180 mg.L™j?, au vu de la productivité en
fonction du débit de CO,. Le transfert maximum du CO; jusqu’a la biomasse obtenu est de 65 %.
En outre, I’efficacité du transfert de dioxyde de carbone diminue lorsque le débit est augmenté. En
fonction des quantités de gaz d’échappement disponibles, un compromis peut donc étre nécessaire
pour éliminer la majeure partie de 1’azote du milieu. De plus, la modélisation de la croissance algale
en fonction du carbone inorganique a permis d’approcher la constante de demi-saturation du TIC,
qui est égale 2 5.34 mg TIC.L™.
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Chapitre 6. Influence du temps de séjour des solides sur les mécanismes d’épuration dans un
écosystéme algues-bactéries

1. Introduction

La digestion anaérobie, procedé qui permet de convertir la matiére organique en biogaz afin
de produire de 1’énergie, est en plein essor en France pour le traitement et la valorisation des
déchets et effluents organiques et plus particulierement dans le cas de la méthanisation agricole
(115 unités en fonctionnement fin 2013). Les nutriments présents dans les effluents traités sont
minéralisés, ce qui les rend plus biodisponibles mais aussi, dans le cas de 1’azote, plus volatils et
donc parfois plus difficile a conserver. Ils peuvent étre valorises par épandage direct du digestat ou,
dans le cas de zones en excédent structurel, peuvent étre en partie traités ou exportés pour réduire la
pression azotée et phosphorée sur les sols. Plusieurs solutions existent pour épurer ou valoriser les
nutriments des digestats de méthanisation telles que la nitrification-dénitrification, le traitement
membranaire, le stripping de 1’ammoniac, le séchage ou la précipitation sous forme de struvite.
Bien que développée pour les lisiers de porcs, la technologie de nitrification-dénitrification
n’apporte une solution que pour 1’azote et, de plus, il s’agit d’'un procédé d’¢élimination sans
valorisation avec des colts énergétiques importants, notamment liés a 1’apport d’oxygeéne pour la
nitrification. En France, environ 2110 kt d’engrais de synthése sont utilisés chaque année, alors que
les quantités mises en jeu dans les effluents d’¢élevage représentent environ 1820 kt/an. Il serait donc
dommage d’¢éliminer totalement 1’azote des effluents en consommant de ’énergie pour faire plus
d’engrais de synthése. De méme, le phosphore est un élément indispensable a la vie et une ressource
limitée qui doit étre recyclée au maximum (Cordell et al. 2009).

Au contraire, les procédés de stripping de I’ammoniac avec récupération sous forme de
sulfate d’ammonium par exemple et de précipitation de struvite sont des technologies permettant un
recyclage des produits obtenus et donc des nutriments. Cependant, chacun de ces procédés
n’apporte qu’une solution d’élimination incompléte des nutriments et ils nécessitent donc d’étre
couplés pour un recyclage de 1’azote et du phosphore. De plus, ils nécessitent 1’utilisation d’additifs
(acides, bases, etc...), ce qui implique des codts de fonctionnement importants et des difficultés
techniques. Les technologies membranaires et de séchage permettent une concentration des
nutriments et donc un recyclage plus facile. Toutefois, I’application de ces technologies sur des
effluents concentrés et complexes tels que les digestats nécessitent des besoins énergétiques et/ou
technologiques rendant leur application complexe et colteuse. Ainsi, la culture de microalgues
apparait potentiellement comme une solution plus rustique et plus économique pour le traitement

des digestats et permettant un recyclage combiné de 1’azote et du phosphore et/ou une baisse des
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couts de fonctionnement pour une ¢élimination de 1’azote a travers une synergie
microalgues/bactéries.

La technologie qui semble la plus adaptée pour traiter ces effluents et y cultiver des
microalgues est le lagunage a haut rendement (HRAP : high rate algal pond) (Oswald 1988). Les
HRAP sont plus avantageux que le lagunage classique pour des raisons financiéres (codt initial et
opérationnel) et pour les plus fort taux d’épuration (Craggs et al. 2012). Ce type de procedé est
géneralement conduit en continu ou en semi-continu.

Néanmoins, 1’épuration a 1’aide de microalgues doit se mesurer a un certain nombre de
critéres technico-économiques afin de pouvoir étre transposée dans I’industrie. Pour ce faire, il est
important de maitriser les parameétres du procédé et notamment, un des plus importants, le temps de
séjour des solides, en anglais « solid retention time » (SRT) (Valigore et al. 2012). Ce paramétre
opeérationnel pilote le flux de nutriments retirés, il est donc un paramétre de dimensionnement
important. L’extraction étant réalisée en discontinue, la dynamique de 1’extraction des solides est
pilotée par la fréquence d’extraction de la biomasse.

En outre, d’autres processus biologiques peuvent avoir lieu en méme temps que la
croissance algale, comme la croissance bactérienne, la nitrification, la deénitrification, etc.
(Gonzélez-Fernandez et al. 2011). Le SRT et la fréquence d’extraction de la biomasse ont un
impact direct sur ces processus et sur les liens avec la biomasse algale. La compréhension de
I’influence de ces parameétres apparait donc primordiale pour une maitrise des processus et donc du
procedé. Ces parametres ont donc été étudiés avec le pilote développé lors de ce travail afin

d’approcher I’impact sur les processus mis en jeu.

2. Résultats et discussion

Le temps de séjour des solides (SRT) correspond au temps moyen que passe la biomasse en
contact avec I’effluent a traiter. Dans ce type de procédé, les nutriments sont éliminés du systéme
lors de I’extraction des solides puisqu’ils sont assimilés par les microalgues et donc contenus dans
la phase solide. Plus on réduit le SRT, dans une certaine mesure, plus on augmente 1’extraction des
nutriments et donc I’épuration du systéme. A I’inverse, dans des procédés tels que la nitrification-
dénitrification, on va chercher a maximiser le temps de séjour des solides pour augmenter la
concentration en microorganismes et donc la capacité épuratoire du procédé.

Un autre parametre important qui est fixé ici dans toutes les expériences est le temps de

séjour hydraulique, en anglais « hydraulic retention time » (HRT), correspondant au temps moyen
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que passe 1’affluent dans le systeme. Le HRT est plus long que le SRT pour la culture algale a partir
de digestat, car il est nécessaire de réaliser plusieurs bachées avec la méme phase liquide pour
¢liminer les nutriments du digestat. A 1’inverse, dans un procédé de nitrification-dénitrification, le
temps de séjour hydraulique est plus faible que le SRT.

Les conditions testées représentent une gamme de SRT de 2.5 & 4.5 j (S2F1 a S4F1) et une
gamme de fréquence d’extraction de 14 0.33 j* (S3F1 & S3F0.33) comme décrit 3.2.4 (p 109).

2.1. Batch initial

Afin d’établir la communauté algale, les réacteurs ont été initialement conduits en batch
pendant 14 jours. Les concentrations en microalgues mesurées sont représentées Figure 75 et
passent de 3,3.10% & 2,9 + 0,4.10° cells.mL™ durant le temps du batch. Cette croissance initiale

permet en outre de Vérifier la répétabilité des réacteurs.
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1.0E+03 ———
0 2 4 6 8 10 12 14

Figure 75 : Concentration en microalgues dans les 6 réacteurs durant le batch précédent I'étude du temps de
séjour des solides.

2.2. Croissance des microalgues

La croissance des microalgues dans un écosysteme complexe sur la gamme de temps de
séjour des solides (SRT) étudié a eté observée. Pour des SRT de 2,5, 3,5 et 4,5 j et pour les 3
fréquences testées (1, 0,5 et 0,33 j), la concentration de stabilisation atteinte reste trés faible entre

1,5 et 4.10* cells.mL™, correspondant approximativement & des concentrations matiére séche de 15-
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39 mg.L™. Cela peut s’expliquer par la couleur de I’effluent qui est trés forte, laissant peu de
lumiere aux microalgues pour croitre. Toutefois, cette concentration pourra étre augmentée en

abaissant la D.O. du milieu (Marcilhac et al. 2014) et/ou en augmentant le SRT.

2.0E+07
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Productivité
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Figure 76 : Productivité des microalgues pour les différentes stratégies de temps de séjour des solides. Les
conditions S4F1, S3F1, S2F1, S3F0.5, S3F0.3 correspondent a des temps de séjour des solides de 4,5, 3,5, 2,5, 3,5
et 3,5 j et a des fréquences d’extraction de 1, 1, 1, 0,5, 0,33 j-1 respectivement.

Au-dela de la concentration a 1’équilibre, la productivité des microalgues est un parametre
majeur. Ainsi, la Figure 76 montre cette productivité algale a stabilisation en fonction du temps de
séjour des solides et de la fréquence d’extraction de la biomasse. La productivité maximum est de
1,63.10" cellules.L™ j* soit environ 16 mg.L™.j?. Cette valeur est plus faible que les productivités
observées, de 20 & 40 mg.L™, de Chlorella sur des effluents urbains et agricoles en lagunage & haut
rendement (Fouilland et al. 2014).

La productivité des microalgues diminue avec le SRT comme on peut s’y attendre, car une
plus grosse proportion de la biomasse est retirée pour 2,5 j que pour 4,5 j laissant un inoculum plus
faible pour la croissance de la bachée. La stratégie d’extraction n’a pas d’influence significative sur
la productivité pour les fréquences de 1 et 0,5 j* alors que la fréquence de 0,33 j* conduit & une
plus faible productivité. Pour cette condition, bien que le temps soit plus long entre deux bachées, la
quantité d’algues restantes au début doit étre trop faible pour atteindre des productivités similaires

aux deux autres conditions.
2.3. Dynamiques de I’azote

La Figure 77 représente 1’azote épuré du milieu liquide en fonction des conditions étudiées.

L’influence du temps de séjour ne révele qu’un faible effet sur I’épuration de 1’azote. Les
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productivités algales pour S3F1 et S2F1 atteignent 7,7.10° et 4,6.10° cells.mL™.j respectivement
alors que I’élimination de I’azote est identique statistiquement. De plus, pour le temps de séjour de
4,5 j (S4F1), I’épuration est plus faible alors que la productivité algale y est la plus forte que les
deux autres temps de séjour. De la méme maniere, les productivités de S3F0.3 et S3F0.5 sont égales
4 9,5.10° et 3,9.10° cells.mL™j?, alors que I’azote épuré est de 7,92 et 1542 mg N.L™j*
respectivement. L’assimilation par les algues n’est donc probablement pas le seul phénomene
expliquant la disparition de I’azote, d’autres mécanismes sont probablement en jeu (assimilation par

bactéries, nitrification-denitrification, stripping).
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Figure 77 : Elimination de I’azote en fonction du temps de séjour des solides et de la fréquence d’extraction. Les
conditions S4F1, S3F1, S2F1, S3F0.5, S3F0.3 correspondent a des temps de séjour des solides de 4,5, 3,5, 2,5, 3,5
et 3,5 j et a des fréquences d’extraction de 1, 1, 1, 0,5, 0,33 j-1 respectivement.

La teneur en azote de la biomasse algale trouvée dans une précédente étude, réalisée avec le
méme dispositif expérimental et le méme inoculum, est de 1,17x10”" mgN/cell (CHAPITRE 4, p
155). A partir de ce chiffre, on peut estimer la fraction de I’azote épuré par assimilation par les
algues. L’hypothése de la teneur en azote identique est forte, puisque la teneur en azote des
microalgues peut varier en fonction des conditions opératoires, or la composition du milieu de
culture n’est pas identique a I’étude sur le phosphore. De plus, Dickinson et al. (2013) ont montré
que la teneur en protéines était dépendante du temps de séjour des solides, non dissocié du temps de
séjour hydraulique dans leur étude. Ces auteurs ont trouvé une teneur en protéines variant d’environ
20 % a 29 % pour des temps de séjour hydraulique respectifs de 4 et 2 jours.

Le stripping de I’ammoniac est ici considéré négligeable au vu du pH (régulé a 7) et du
faible transfert liquide/gaz lié au faible volume de gaz parcourant le liquide. D’autre part, dans cet
écosystéme, on peut émettre 1’hypothése que 1’assimilation par les bactéries est négligeable vis-a-

vis de I’assimilation algale au vu de la faible teneur en matiere organique et des observations
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réalisées dans les expériences précédentes. En effet, pour étre significative, elle serait
principalement réalisée par des bactéries hétérotrophes qui sont assez défavorisées dans un milieu
pauvre en matiere organique biodégradable. En outre, leur impact sur 1’épuration s’est révélé assez
faible dans ce systeme dans une étude précédente en batch (Marcilhac et al. 2014). Pour le
traitement des données, il a donc été considéré qu’il ne se passait que deux mécanismes principaux
d’élimination de 1’azote : 1’assimilation par les microalgues et la nitrification-dénitrification. Le
défaut de bilan sur 1’azote a donc été attribué a la dénitrification.

La Figure 78.A représente les proportions estimées de 1’azote assimilé et de 1’azote denitrifié

en fonction des conditions étudiées.
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Figure 78 : Mécanismes d’élimination de 1’azote estimés pour différentes stratégies d’extraction et temps de
séjour hydraulique (A). Devenir de I’azote nitrifié (B). Les conditions S4F1, S3F1, S2F1, S3F0.5, S3F0.3
correspondent a des temps de séjour des solides de 4,5, 3,5, 2,5, 3,5 et 3,5 j et a des fréquences d’extraction de 1,
1,1,0,5, 0,33 j-1 respectivement.

Dans le cas S4F1, environ 50 % de 1’azote épuré est assimilé par algues. D’aprés les
hypotheses que nous avons faites, les 50 % restants sont éliminés par nitrification-dénitrification.
Pour les temps de sé€jour plus faibles, I’assimilation calculée est plus faible & cause d’'une moindre
productivité algale et inversement 1’élimination par nitrification-dénitrification est plus élevée.
L’impact de la fréquence d’extraction apparait également trés important sur les mécanismes
d’élimination mis en jeu. Lorsque la fréquence diminue, la nitrification-dénitrification est favorisée
atteignant une épuration jusqu’a 15 mg N/L/j pour S3F0.3. L’azote éliminé est alors
majoritairement éliminé par dénitrification (97 %). Afin de mieux comprendre ces mécanismes de
nitrification-dénitrification, nous avons essayé de dissocier ces 2 mécanismes et d’estimer les

quantités nitrifiées et le devenir de cet azote nitrifié pour chaque expérimentation.
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Lorsque I’ammonium était totalement consommé, il n’a pas été observé de limitation de la
croissance des microalgues. Elles ont donc été capables d’utiliser les nitrates comme source d’azote
comme cela a déja été reporté dans la littérature (Converti et al. 2009) méme si dans notre cas les
guantités de nitrites et nitrates assimilées sont trés faibles du fait de la présence de NH4" la plupart
du temps. L’azote nitrifié a donc été considéré en tenant compte de la production observée de NOX,
du défaut de bilan attribu¢ a la dénitrification et de I’azote assimilé sous forme de NOx lorsque
NH,4" était totalement consommeé.

La Figure 78.B représente ainsi les quantités estimées d’azote nitrifié et le devenir de cet
azote nitrifié en fonction des conditions. D’aprés ces résultats, les quantités d’azote nitrifié
apparaissent trés différentes d’une condition a I’autre allant de 3 & 17 mg N.L™j*. L’azote nitrifié
est plus important pour S3F0.5, atteignant 16,5 mg N.L™.j’ L’ordre contre-intuitif de la
nitrification pour les 3 SRT peut étre d0 a deux effets simultanés. D une part, I’effet antagoniste ou
la compétition sur le carbone inorganique avec les microalgues limite le développement des AOB
réduisant la nitrification (Marcilhac et al. 2014), pour les temps de séjours les plus longs. Pour les
temps de séjours les plus courts, la production algale étant trop faible, I’oxygéne produit n’est
probablement pas suffisant pour permettre une bonne nitrification. De plus, les AOB sont
partiellement lessivées au méme titre que les microalgues pour les plus faibles temps de séjour.
Pour ce qui est des fréquences d’extraction, 1’azote nitrifié est équivalent pour S3F0.5 et S3F0.3,
alors que la nitrification est plus faible pour la fréquence de 1.

La quantité d’azote dénitrifié semble étre plus élevée pour les conditions ou il y a moins de
microalgues. Plus les temps de séjours des solides sont courts, moins les algues croissent et
produisent de 1’oxygeéne et donc plus la dénitrification est favorisée. Lorsque les solides sont retirés
pour une fréquence de 0,33 j*, une faible concentration en algues et la faible quantité d’oxygéne
résiduelle permettent la dénitrification, puis la croissance des microalgues favorise la nitrification.
Cette succession permet une transformation de I’azote en Ny, sur le méme principe que les bassins a

aération séquencée de certaines stations d’épuration.

Les pools d’azote ¢éliminables, si la dénitrification est compléte, sont les plus élevés pour le
temps de séjour des solides de 3,5 j et pour les fréquences d’extraction faibles (0,5-0,33 j). Il est
possible d’envisager une post-dénitrification afin d’atteindre des niveaux d’épuration plus élevés.

Il a été observé, comme Gonzalez-Fernandez et al. (2011), que le principal mécanisme
d’élimination de 1’azote dans ce procédé en semi-continu est la nitrification-denitrification. Ces

auteurs ont trouvé dans leur systéme qu’environ 80 % de I’azote éliminé était nitrifié-dénitrifieé.
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Suivant I’objectif du procédé, il est ainsi possible de valoriser la majorité de I’azote avec un faible
rendement d’épuration ou plutdt de chercher un rendement d’épuration maximum en favorisant la

nitrification-dénitrification.
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Figure 79 : Répartition de ’azote oxydé. Les conditions S4F1, S3F1, S2F1, S3F0.5, S3F0.3 correspondent a des
temps de séjour des solides de 4,5, 3,5, 2,5, 3,5 et 3,5 j et a des fréquences d’extraction de 1, 1, 1, 0,5, 0,33 j-1
respectivement.

La Figure 79 représente la répartition de 1’azote oxydé sous forme de nitrite et de nitrate. La
grande majorité des NOXx est constituée de nitrites, les nitrates restant en faible concentration. Cela
peut s’expliquer a cause du niveau d’oxygene, car la nitratation nécessite plus d’oxygéne que la
nitritation et que séquentiellement, I’oxygene est d’abord utilisé pour faire des nitrites. De plus, les
bactéries nitritantes (AOB) ont une plus forte affinité avec I’oxygene que les bactéries nitratantes
(NOB) (Blackburne et al. 2008). La nitrification étant partielle, suivie d’une dénitrification, le
systeme dénitrifie en shuntant les nitrates. La dénitrification a partir des nitrites est possible en
présence de faibles concentrations en oxygene, ce qui n’est pas le cas pour la réduction des nitrates
en nitrites (Hernandez and Rowe 1987).

De plus, le shunt des nitrates est assez avantageux par rapport a la matiére organique pour ce
systeme relativement pauvre en MO facilement biodégradable, car il utilise moins de carbone
exogene (1,71 g DCO/g N) que la nitrification-dénitrification en passant par les nitrates (2,86 g
DCO/g N) d’environ 40 %. Par ailleurs, il a été remarqué une vitesse de dénitrification 1,5 a 2 fois
supérieure en passant par les nitrites qu’en passant par les nitrates (Abeling and Seyfried 1992). 1l
serait intéressant dans ce systeéme de mesurer les émissions de protoxyde d’azote, car nous avons
considéré que 1’azote était exclusivement converti en Ny, mais les conditions sont assez favorables a

la production de NO (peu de matiére organique, peu d’oxygeéne, beaucoup de nitrites). Le N,O
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¢tant un gaz a effet de serre trés délétére pour la couche d’ozone, cela poserait de forts problémes

environnementaux.
2.4. Elimination du phosphore
La Figure 80 représente la quantité de phosphore éliminée par jour en fonction des
conditions. En moyenne, il n’y a pas de différence significative (t-student, 5 %) entre les conditions

de SRT d’une part et de fréquence d’autre part, car les variations entre les réplicats sont importantes

(16 %), mais la dynamique du phosphore est complexe (assimilation pour métabolisme, stockage,

précipitation).
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Figure 80 : Elimination du phosphore en fonction du temps de séjour des solides et de la fréquence d’extraction.
Les conditions S4F1, S3F1, S2F1, S3F0.5, S3F0.3 correspondent a des temps de séjour des solides de 4,5, 3,5, 2,5,
3,5 et 3,5 j et a des fréquences d’extraction de 1, 1, 1, 0,5, 0,33 j-1 respectivement.

Bien que la disparition du phosphore du milieu ne soit pas statistiquement corrélée aux
conditions de SRT et de fréquence d’extraction, la productivité algale est différente suivant les
conditions (Figure 76). Cela signifie que la teneur en phosphore des solides change en fonction de
la stratégie d’extraction des solides.

En comparant les conditions S4F1 et S2F1, I’élimination du phosphore du milieu est
similaire tandis que la productivité est 4,5 fois plus forte dans ce premier cas que dans le second. On
peut émettre 1’hypothése que pour les faibles temps de séjour les microalgues font un stockage du P
conduisant a une suraccumulation, tandis que pour le temps de séjour le plus long (4,5 j), elles font
moins de réserves car la population est plus stable et moins renouvelée. Cette hypothese est en
accord avec Powell et al. (2011) qui ont observé successivement un stockage du phosphore et une

forte croissance sans que ces deux phénomeénes soient simultanés.
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Pour les fréquences d’extraction, la productivité et 1’élimination du phosphore sont assez

proches pour ces 3 conditions ne permettant pas la mise en évidence de différences.

Tableau 35 : Ratio N :P éliminé en fonction des conditions de temps de séjour des solides et de fréquence
d’extraction.

S4F1 S3F1 S2F1 S3F0.5 S3F0.3

Ratio
Ngiiming/Pslimine 2,3+0,7 20+06 22+06 46+13 10,7+3,0
(g N/g P)

Ratio
Nassimite/Petimine 1,105 05+02 03+0,1 07+03 04+ 0,2
(g N/g P)

Le Tableau 35 représente le ratio azote/phosphore éliminé dans les réacteurs en fonction des
conditions. Globalement, les ratios sont tres faibles comparés aux ratios de la biomasse algale de
11/1 ou 16/1 g N/g P (Grobbelaar 2011 ; Watson et al. 2011) surtout quand on considére 1’épuration
par la dénitrification qui ne consomme pas de phosphore (excepté pour le développement de la
biomasse bactérienne). Les variations du contenu en azote observées par Dickinson et al. (2013) en
fonction du temps de séjour étant de I’ordre de 30% sur une gamme proche de celle étudiée (2 a 4
j), cette approximation n’explique pas a elle seule les faibles ratios observés. Le stockage peut
mener a des ratios intracellulaires similaires a celui du milieu d’aprés Lundquist et al. (2011).
Cependant, les ratios observés sont tres faibles au vu des ratios N/P du milieu qui sont de I’ordre de
4gN.gP™.

De plus, le phosphore peut étre éliminé de 3 fagons : assimilation, précipitation minérale ou
association avec les solides en suspension. Cette derniere option est peu probable en raison de la
faible teneur en solides en suspensions due a la centrifugation du digestat en amont. S’il ne
s’agissait principalement que d’assimilation bactérienne, le ratio serait de 5 pour 1 environ, ce qui
n’explique pas ces faibles ratios. Il est probable que des précipités de phosphore mineral tel du
phosphate calcique ou de la struvite se forment dans ces conditions, ce qui expliquerait ces faibles

ratios.

213



Chapitre 6. Influence du temps de séjour des solides sur les mécanismes d’épuration dans un
écosystéme algues-bactéries

Tous ces résultats sont néanmoins a modérer quelque peu a cause de « I’effet de bord ». En
effet, un biofilm s’est formé sur les parois de tous les réacteurs. Il a eu pour conséquence de
diminuer I’accés a la lumiére. De plus, bien que ce phénomene se retrouve aussi dans les sediments
en lagunes, il favorise la conservation des bactéries et de la matiére organique (biomasse morte). En
outre, on peut relever que les duplicats expérimentaux ont des comportements trés proches,

indiquant la répétabilité de 1’expérience.

3. Conclusion

Au vu des résultats obtenus, il apparait qu’en mode semi-continu le mécanisme principal
d’élimination de 1’azote est la nitrification-dénitrification. Cependant, en fonction des conditions
opératoires, il est possible de favoriser 1’assimilation algale au dépend de 1’épuration globale. On
peut ainsi moduler la valorisation et 1’élimination de 1’azote avec les parametres temps de séjour des
solides et fréquence d’extraction de la biomasse. Dans ce systeme, la nitrification-dénitrification est
réalisée via le shunt des nitrates, ce qui est avantageux au vu de la faible quantité de matiére
organique biodégradable disponible, mais présente le risque potentiel de fortes émissions de N,O.
Contrairement a 1’azote, 1’épuration du phosphore est assez déconnectée de la stratégie de gestion,

cela peut étre di a la précipitation de sels de phosphates.
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CHAPITRE 7. Premiers éléments de dimensionnement et étude
de faisabilité d’un procédé de culture de microalgues pour
I’extraction et la valorisation des nutriments contenus dans
les digestats agricoles




Chapitre 7. Perspectives sur la faisabilité et premiers éléments de dimensionnement

A la suite des travaux scientifiques présentés dans les chapitres précédents, ce chapitre
technique vise, a partir des éléments obtenus précédemment et d’éléments techniques et
scientifiques additionnels, a étudier la faisabilité d’un procédé de culture de microalgues pour
I’extraction et la valorisation des nutriments contenus dans les digestats agricoles. Cette étude
technique se concentre sur la partie « culture » des microalgues qui est 1’objet principal de ce travail
de thése en s’affranchissant dans un premier temps des problématiques de collecte/extraction des
microalgues ou en les simplifiant au maximum. Pour cette étude de faisabilité et I’alimentation de la
réflexion associée, une étude de cas a été réalisée en considérant les effluents issus d’un élevage de
porcs de type « naisseur-engraisseur » de 200 truies localisé en Bretagne. Ainsi, un premier
dimensionnement a été réalisé sur le procédé envisagé a la suite de la méthanisation de ces effluents
: une culture algale pour traiter les digestats et produire un engrais. Ce dimensionnement est basé
sur des résultats de simulation obtenus avec le modele intégrant la limitation de la lumiere décrit au
Sous-chapitre 3. 3 (p 144). 1l n’a pas vocation a étre trés précis, particuliérement au vu du peu de
connaissances de la culture algale disponible, mais vise a déterminer les parameétres de
dimensionnement pertinents pour de telles cultures (surface, SRT, etc.) ainsi que les ordres de

grandeur des rendements associés.

1. Définition du systéme considéré

1.1. Caractéristique de 1’¢levage et du systeme de méthanisation

L’élevage considéré est de type « naisseur-engraisseur » avec 200 truies et leurs suites, le
volume d’effluent liquide produit est ainsi d’environ 3000 m®an™. Cet effluent est ensuite
méthanisé avec des co-substrats, puis le digestat est centrifugé pour éliminer la fraction solide et
traiter la fraction liquide avec la culture algale. La concentration en azote de ces digestats liquides
est d’environ 3.5 g N.L™ (Sous-chapitre 3. 1). Dans le cadre du procédé global envisagé, il est
difficile d’estimer la quantité d’électricité produite puisqu’elle est fonction de la quantité de biogaz
produite et donc des co-substrats ajoutés. Pour estimer cette quantité, nous nous sommes basés sur
I’installation produisant le digestat D3 (Sous-chapitre 3. 1), puisqu’elle méthanise principalement
du lisier de porc en terme d’effluents d’élevage. La puissance a donc éte calculée en appliquant a la
puissance de cette installation un ratio du volume de lisier produit dans 1’élevage considéré sur le
volume produit par I’installation de D3. La puissance électrique ainsi calculée est égale & environ
125 kW.
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1.2. Description du procédé de culture de microalgues étudié

Dans le but de s’approcher d’un dimensionnement adapté a la culture algale a partir de
digestat, plusieurs scenarii ont été simulés. Cette culture peut étre conduite en semi-continu, mode
qui semble le mieux adapté autant aux microorganismes épurateurs qu’au substrat. Le temps de
séjour des solides, régissant la quantité de biomasse extraite et la concentration du milieu, a été testé
entre 2,5 et 6,5 j a la fréquence d’extraction de 1 j'l.

Sur une telle installation avec des effluents trés chargés, on peut se fixer un objectif
raisonnable d’élimination de 1’azote d’environ 90 %. C’est la valeur qui a été utilisée dans les

simulations.

1.3. Flux de lumiére disponible

La répartition de I’irradiation solaire en France représentée sur la Figure 81.A est trés
variable suivant la zone géographique. Les plus fortes énergies solaires recues sont d’environ 1700
kWh/mz2 annuels pour le bassin méditerranéen contre 1100 kwWh/mz2 pour la partie nord de la France.
Bien que les zones d’¢élevage intensif regoivent globalement une irradiation plus faible, sur Rennes
par exemple, le flux de photon moyen annuel est d’environ 930 pumolE/m?/s en journée ce qui est
comparable voir supérieur aux flux généralement étudiés pour la croissance des microalgues
(Tableau 8 et Tableau 9).
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Figure 81 : Carte de ’irradiation solaire en France (A). Flux de photons photosynthétiques et temps
d’ensoleillement moyens mensuels 2 Rennes (B).

La Figure 81.B représente le flux de photons photosynthétiques moyen recu au sol a Rennes
(PPF) et la durée d’ensoleillement. Le PPF s’¢tend de 400 a 1370 umolE/m?%'s entre I’hiver et 1’été.
La conversion entre kWh.m™ et photons photosynthétiques a été faite sur la base d’une énergie
moyenne de 3,92.10%° J par photon (entre 2,88 et 4,96.10™° J entre 400 et 700 nm), ce qui
correspond a 1’énergie moyenne sur la zone visible du spectre solaire en 1’absence de nuages. De
plus, la durée d’ensoleillement est variable de 8 a 12 h par jour. Ces deux données vont influencer la
croissance algale et donc 1’épuration. En outre, les mécanismes d’€élimination de 1’azote seront aussi

influencés, la nitrification étant liée a la production d’oxygene par les algues.

En utilisant la méthode décrite en Sous-chapitre 3. 3 (pl144), le flux de lumiere disponible
moyen calculé dans un HRAP de 30 cm de profondeur a été calculé et est équivalent a 27-36% de
celui calculé dans nos photobioréacteurs selon le coefficient d’atténuation (Figure 82). Pour les
simulations, deux valeurs de flux de photon ont ainsi été utilisées pour représenter les conditions en
HRAP et en photobioréacteur comme ceux utilisés. Pour le HRAP, le flux de photons de 930
pmolE.m?.s™® correspondant & la moyenne annuelle & Rennes a été réduit de 70 % pour les
simulations, soit 280 pmolE.m?s™. Les valeurs de flux utilisées pour les simulations sont donc
supérieures aux bornes de définition du modéle (40 & 250 umolE.m™2.s™). Il a été considéré que

I’extrapolation du modele est valable.
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Figure 82 : Rapport de la lumiére calculée pour un HRAP de 30 cm sur la lumiére calculée pour les
photobioréacteurs cylindriques de 10 cm en fonction du coefficient d’atténuation.

1.4. Gaz d’échappement comme source de carbone

La combustion du biogaz afin de produire de I’électricité résulte en 1’émission d’un gaz
d’échappement contenant principalement du dioxyde de carbone (1.3 p 37). Or les microalgues ont
besoin de CO, comme source de carbone pour se développer. Le carbone inorganique qui peut étre
utilisé pour la croissance des microalgues est d’une part présent dans le digestat sous forme de
carbonates et d’hydrogénocarbonates et d’autre part dans les gaz d’échappement résultants de la
cogénération. Dans un but d’épuration des nutriments, il est important de savoir quelle quantité de

CO: il va falloir apporter pour assimiler tout I’azote mais aussi la quantité disponible sur site.

A partir de la caractérisation des digestats, il est possible de calculer la quantité de CO,
émise dans les gaz d’échappement par g d’azote a traiter. Les calculs réalisés a partir des BMP, de
la qualité du biogaz et de la composition chimique de I’influent (matiéres volatiles, MV, et azote)
sont détaillés dans le Tableau 36. Les rendements de méthanisation et de cogénération ménent ainsi
a une production de COy, gazeux d’environ 3,9 g de carbone inorganique généré par gramme d’azote
présent dans le digestat. Cette valeur est approximative car trés dépendante de I’unité et des intrants

de méthanisation.

Tableau 36 : Calculs de la quantité de CO, mobilisable pour la croissance des algues par gramme d’azote des

digestats.
Parametre Valeur Unité Gamme
BMP 250 NL/kg MV 250 a 350
%CHy4 55 % 55a70
Vol CO, 454.5 NL CO,.kg MV
m CO, 892.3 g CO..kg MV
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MV 50 kg.m? 50 & 60
N 35 kg.m? 2545
MV/N 14.3 kg MV.kg N

mCO,/N 3.9 gC.gN?

Le dioxyde de carbone a une solubilité élevée et est en équilibre avec 1’acide carbonique et
ses bases conjuguées. Lorsque le dioxyde de carbone est produit par les microorganismes en
anaérobie, une partie du carbone inorganique reste dans la phase liquide et est ainsi conservée dans
les digestats. Les concentrations en carbone inorganique soluble mesurées dans le digestat donnent
un rapport C; soiunie/N de 1,5 (3.2.3, p 107).

Afin d’étudier la wviabilit¢ du procédé, il est nécessaire de confronter les quantités
nécessaires avec les quantités de CO, qui peuvent étre fournies dans le procédé envisagé. Pour cela,
des ordres de grandeur des rapports carbone / azote a différentes étapes du procédé ont été résumés

Figure 83.

Effluent d’¢élevage

méthanisation

gaz liquide

cogénération

Gaz de combustion Digestat :
(100% CO,) :

palgues

Figure 83 : Schéma des pools de carbone inorganique disponibles rapportés a I’azote a traiter.
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Les résultats de nos essais menent a un rapport C/N de 4,6 dans la biomasse algale
(CHAPITRE 4, p155). Ainsi, un rapport C/N de 4,6 est a fournir a la biomasse et il est disponible
sur site environ 5,4 g de carbone inorganique par g d’azote a épurer. Bien que la fraction dissoute
soit directement disponible pour les microalgues, le gaz de combustion nécessite d’étre transféré a
la culture pour pouvoir étre utilisé.

Concernant le transfert, le bilan d’utilisation du CO, dans nos essais (3.2.2, p 192) montre
que le transfert du gaz, dans le milieu et dans la biomasse, varie de 0 a 65 % suivant la
concentration en carbone inorganique du milieu et le débit. Avec un transfert optimiste de 65 %, il
est possible de fournir 4,0 g C.g N™%. Si I’objectif d’abattement de ’azote est de 90 %, la quantité de
carbone inorganique que I’on peut fournir est trés proche de la quantité requise (4,1 g C.g N™).

En termes de transfert sur une installation réelle, il serait intéressant de se placer dans des
conditions non limitantes pour la croissance algale en carbone inorganique, par exemple vers 15-20
mg C.L™ dans le milieu, mais sans monter jusqu’a des concentrations trop élevées (> 30 mg CL?h
qui limiteraient fortement le transfert. En outre, il a été montré que 1’augmentation du débit a une
influence négative sur le rendement de transfert, mais I'utilisation de gaz d’échappement plus
concentré que dans 1’étude du CO, de ce travail (1.3, p 37) permettrait d’utiliser un débit d’injection
beaucoup plus faible. L’optimisation du transfert du CO; est donc un point clé si I’on désire utiliser
le CO, de la cogénération pour éliminer les nutriments de la culture algale.

Parallelement, la culture en lagune offre une forte surface d’échange avec 1’air ambiant, ce
qui peut soit favoriser I’utilisation par les algues du CO; présent dans 1’air si le carbone inorganique
dissous est faible, soit, au contraire, réduire le transfert réel a cause de pertes. De plus, les micro-
organismes hétérotrophes aérobies peuvent utiliser la faible quantité résiduelle de matiéres
organiques du digestat pour croitre, fournissant ainsi du CO, aux algues. Il a été observé dans la
littérature (Gonzélez-Fernandez et al. 2011) et au cours du chapitre précédent que I’assimilation
algale n’est pas le seul mécanisme d’épuration en procédé a taille réelle (alimentation semi-
continue). En effet, ces auteurs ont conclu que dans ces conditions, le principal mécanisme
d’épuration pouvait étre la nitrification / dénitrification, jusqu’a 80 % de 1’azote épuré. Selon les
conditions, la croissance algale peut alors avoir principalement un réle de fournisseur d’oxygene
aux microorganismes nitrifiants. Ce role est non négligeable puisqu’il permet de s’affranchir d’une
supplémentation en oxygéene codteuse. Sur les cultures, un écosystéme complexe se met alors en
place, permettant I’épuration de I’azote qui n’a pas €té utilisé par les microalgues. Cependant, les
bactéries nitrifiantes sont des microorganismes autotrophes, qui ont aussi besoin de carbone
inorganique pour leur croissance. La quantité de CO, fournie a la culture algale dans le procédé

envisagé pourrait étre suffisante, mais I’écosystéme nécessite d’étre étudié en lagunage extérieur.
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1.5. Thermique des bassins et réutilisation de la chaleur excédentaire

Les températures a Rennes entre 2000 et 2009 ont globalement varié en moyenne mensuelle
de 6 a 18°C avec une moyenne de 12,1 °C. La température de développement optimale des
microalgues semble se situer vers 25 a 35 °C (1.3 p 56), la température a Rennes semble donc trop

faible pour faire croitre efficacement des microalgues en extérieur toute I’année.
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Figure 84 : Température moyennes mensuelles a Rennes entre 2000 et 2009

D’autre part, la méthanisation avec cogénération produit de [’énergie thermique
partiellement utilisée pour chauffer le méthaniseur et les locaux de la ferme, mais un excédent
d’énergie reste souvent inutilisé. Cette chaleur peut étre utilisée pour chauffer des lagunages a haut

rendement ou I’effluent afin d’approcher I’optimum de croissance des algues.

La cogénération a un rendement électrique d’environ 35 a 38 %, une conversion de 1’énergie
en chaleur entre 45 et 50% et des pertes énergétiques de 12 a 20 % dans les installations de biogaz
agricoles (ADEME 2011). 1l est estimé qu’environ un quart de la puissance thermique est utilisée
pour maintenir le digesteur dans des conditions mésophiles vers 30-40 °C. La puissance thermique
disponible sur site est ainsi d’environ 36 % et ce sans compter I’éventuelle utilisation de cette
chaleur pour réchauffer les locaux. Le détail des calculs est résumé dans le Tableau 37 en prenant

pour exemple le site dont le digestat D2 est originaire (Sous-chapitre 3. 1, p 115).
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Tableau 37 : Calculs de la puissance thermique excédentaire sur site (cas de D2)
Parameétre Valeur Commentaire

Rendement cogénération sous
forme de chaleur récupérable 45 % 45 a 50%

Dont X% utilisés pour chauffer

le méthaniseur 25 %
Soit environ 37 % 35240 %

sans prendre le
Puissance thermique disponible 125 kwit chauffage des hangars

en compte

La puissance thermique nécessaire pour amener et maintenir la masse d’effluent d’un
lagunage est constituée de deux composantes principales : la puissance servant a chauffer la masse
d’eau et la puissance servant a compenser les pertes thermiques. La température cible pour cette
étude thermique est de 25 °C.

Les pertes thermiques ont été considérées telles que pour les piscines, c¢’est-a-dire
composées des pertes par évaporation, par rayonnement et par convection (Tableau 38). De plus, la
puissance apportée par I’ensoleillement a été prise en compte. Les pertes par conduction ont été,
ainsi que dans la plupart des dimensionnements de piscines, considérées comme négligeables. Les
pertes thermiques ainsi que ’ensoleillement ont été considérées par unité de surface en tenant
compte des données météorologiques prises pour Rennes moyennées par mois (meteonorm
v7.0.22.8). Les trois types de données sont I’ensoleillement (entre 1986 a 2005), la température et la
vitesse du vent (entre 2000-2009). Les valeurs des différents parameétres utilisés pour ces calculs

sont référencées en annexe 5 pour le cas du mois de juin.

Tableau 38 : Calculs de la puissance dissipée par m2 de bassin, cas du mois de juin.
Nature Valeur Unité Formule
Pertes par évaporations

formule empirique :
P evap = -381.8 wW.m=2 ® = (25+19.V,).S.(X-X").Lv

Pertes par rayonnement
Pray = -42.3 W.m™ ® =£.6.S.(Ts"-Ta")
cas le plus défavorable avec facteur d'émission =1
Pertes par convection
P conv = -55,5 W.m? @ =h.S.(Ts-To)
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Pertes par conduction

P cond = 0 W.m™ considéré négligeable
Ajout par ensoleillement
P soleil = 187.8 w.m? ® = Psoaire.S.Ca
Total -291,8 w.m?

La Figure 85 représente 1’évolution de ces pertes surfaciques par mois. La perte globale

surfacique calculée avec ces différentes pertes varie de - 290 W/m2 en été a - 410 W/m2 en hiver.
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Figure 85 : Pertes de surface calculée comprenant la puissance dissipée par évaporation, rayonnement et
convection ainsi que la puissance apportée par I’ensoleillement.

La seconde composante nécessaire pour effectuer un bilan thermique est la puissance
apportée ou perdue par I’ajout d’effluent dans le systeme. Elle est totalement dépendante du
dimensionnement et plus particulicrement de I’éventuelle dilution du digestat et du temps de séjour
hydraulique. En effet, puisque le digestat est a 35 °C en sortie du méthaniseur mésophile, la dilution
appliquée va directement impacter la température. Pour une production annuelle de 3000 m® de
digestat, s’il n’est pas dilué, il va apporter de la chaleur (4,0 kW annuel) tandis que s’il est dilué¢ au
10°™ il faudra fournir environ 38 kW annuels pour compenser la différence de température.
L’objectif étant bien sir de tendre vers le premier cas de figure autant d’un point de vue énergétique
que pour la consommation d’eau. Cela montre, outre la consommation en eau irréalisable
économiquement et écologiquement, 1’intérét de la séparation des digestats afin de réduire au

maximum la densité optique pour les traiter sans dilution. Sur une telle installation, si le digestat
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n’est pas dilué, il serait alors possible de maintenir a 25 °C environ 310 m? en hiver et jusqu’a 440
m?2 en ét¢ sans fournir d’énergie additionnelle.

Faute de pouvoir déterminer précisément la température des bassins, puisqu’elle est
dépendante de la surface que 1’on cherche a déterminer, la température a été fixée arbitrairement a

25 °C dans les simulations suivantes.

1.6. Densité optique du milieu

Afin de réduire la surface de la culture, il faut réduire la densité optique de I’affluent au
maximum. Un enjeu important se situe donc en amont de la culture algale sur la séparation liquide-
solide des digestats. Avec une séparation poussée on peut envisager de fagon raisonnable, pour les
simulations, une couleur d’effluent de 0,2 (D.O. a 680 nm). Elle est proche du digestat D2 dilué au
10°™ (Sous-chapitre 3. 1, p115).

2. Simulation numérique de la croissance algale et de I’épuration associée

La simulation de la croissance algale a été menée pour chaque condition de temps de séjour
des solides, et différentes densités optique jusqu’a stabilisation de la population algale. Il a été
montré que la fréquence d’extraction influence la croissance algale (CHAPITRE 6, p203). La
Figure 86 représente 1’évolution de la biomasse simulée pour 3 fréquences d’extraction différentes a
un temps de séjour de 4,5 j*. Puisque le modéle utilisé pour la croissance algale est le méme que
précédemment (Sous-chapitre 3. 3, p 144), les hypothéses associées sont les mémes, notamment
I’absence de mort de la biomasse. De plus, les éventuelles limitations en phosphore et en carbone
inorganique n’ont pas été considérées par hypothese simplificatrice, puisque ces parameétres peuvent

étre trés variables suivant les installations de méthanisations.
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Figure 86 : Evolution de la concentration en biomasse simulée pour un SRT de 4,5 j et 3 fréquences d’extractions
(1,05t 0,33 j ) pour une D.O. de 0.2 et une lumiére de 280 pmolE.m™?.s™.

La croissance a été simulée pendant la journée, phase éclairée, et il a été considéré qu’il n’y
avait ni croissance ni mort la nuit, ce qui donne des concentrations algale constantes en ces périodes
nocturne. L’extraction a été fixée en milieu de journée, c’est pour cela que la concentration chute
drastiquement de fagon périodique au milieu de la phase de croissance. On peut voir sur cette figure
que pour un méme temps de sé¢jour des solides, I'impact de la fréquence est important. Pour une
fréquence d’extraction de 0,33 j*, la concentration chute & un niveau faible (7,4.10* cells.mL™),
alors que pour une fréquence plus élevée, elle se stabilise & un niveau 1,6 fois supérieur (1,2.10°
cells.mL™). Pour tous les SRT de 2,5 & 6,5 j simulés, une fréquence d’extraction de 1 j* conduit &
des vitesses d’assimilation par les algues plus élevées qu’a des fréquences inférieures. Au vu de la
précision du modele et des implications sur les mécanismes d’épuration, les simulations suivantes

ont été réalisées avec une fréquence d’extraction des solides de 1 j™.

La Figure 87 représente 1’assimilation de 1’azote par les microalgues simulé (A) et la
concentration en microalgues a stabilisation (B) en fonction du temps de séjour des solides (SRT)
entre 2,5 et 6,5 j aux flux de photons de 280 et 930 pmolE.m™.s™. Les simulations montrent que la
quantité d’azote assimilée en fonction du SRT augmente jusqu’a une asymptote, puis diminue.
Cette valeur maximale est de 5,3 et 11,4 mg.L™.d™, pour les couples flux et SRT suivants : 280
pmolE.m?.st et 4,5 j, 930 pmolE.m?stet 4 j.
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Figure 87 : Epuration de I’azote simulé (A, mg.L™.d™") et concentration en algues & stabilisation (B, cells.mL™)
avec une D.O. de 0,2 et un flux de photons de 280 et de 930 umolE.m?s™.

La concentration en algues a stabilisation augmente avec le temps de séjour et est en
moyenne 2,2 fois plus élevée pour le flux de 930 que pour le flux de 2820 umolE.m™.s™. Bien que
la concentration a stabilisation augmente avec le temps de séjour, la vitesse d’assimilation calculée
est réduite a cause de baisse de productivité pour les plus forts temps de séjour. Cependant, il faut
garder a I’esprit que le modele utilisé ne prend pas en compte la mort de la biomasse dont I’impact

est plus important pour les temps de séjours les plus longs.

L’assimilation algale peut étre simulée, mais il est difficile de donner I’optimum d’épuration
dans ce type de systeme lagunaire, puisque 1’assimilation algale n’est pas le seul processus mis en
jeu. D’autres phénoménes ont lieu comme la nitrification-dénitrification qui peut étre un
phénoméne majeur d’élimination de 1’azote dans ces systémes.

Les simulations numériques de ce modeéle ne permettant d’accéder qu’a la fraction de I’azote
assimilé par les microalgues, la nitrification-dénitrification a été basée sur les résultats obtenus dans
le CHAPITRE 6 (p203). N’ayant pas toutes les informations nécessaires pour simuler la
nitrification-dénitrification, il a été fait ’hypothése forte que la nitrification-dénitrification était
proportionnelle a I’assimilation algale. Cette hypothése est discutable, mais elle est nécessaire dans
I’état de nos connaissances afin d’approcher un dimensionnement. Selon ce principe, le cas le plus
défavorable a I’épuration a été utilisé. Ce cas correspond a 52 % d’élimination de ’azote par

nitrification-dénitrification et 48 % par assimilation.

3. Dimensionnement de la filiére

Le schema de la filiere envisagee est representé Figure 88. Il comprend I’injection du

digestat dans une lagune de culture algale a haut rendement (HRAP), une séparation liquide-solide
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pour d’une part extraire la biomasse et d’autre part récupérer le liquide interstitiel. Un partie de la
phase liquide est ensuite rejetée (irrigation, ...) et l’autre partie est recirculée afin d’atteindre le

rendement d’épuration souhaite.

Recirculation

Digestat ’ .‘ |
Séparation

liguide-solide

Biomasse
extraite

Figure 88 : Schéma de la culture de microalgues.

La comparaison des différentes simulations est réalisée sur plusieurs variables a incidence

technico-économiques (surface, volume a séparer, recirculation).

A partir des données présentés ci-dessus et des données de modélisation associées, un
dimensionnement des principaux parametres de culture a été réalisé pour les différentes situations

étudiées afin d’initier une discussion sur la faisabilité technico-économiques d’un tel systéme.

La surface est calculée a 1’aide du flux d’azote a assimiler (propre a I’effluent) et de la
quantit¢ d’azote consommée par unité de volume obtenue en simulation (assimilation et
nitrification-dénitrification) rapportée pour une hauteur de 30 cm.

Surface (ha) = Volume (m®) / (hauteur de la lagune (m) x 10 000)

Volume (m®) = quantité & éliminer par jour / (quantité éliminée par L et par jour x 1000)

Le volume a séparer par jour est fonction de la concentration en microalgues, de la
productivité et du volume total de la lagune : Volume a séparer par jour = Productivité * Volume
total / [microalgues].

La recirculation est calculée a 1’aide du volume séparé par jour et du débit d’entrée comme

suit : Recirculation = volume a séparer par jour / volume entrant par jour.

Le Tableau 39 décrit les résultats du dimensionnement pour le flux de photons de 280
umolE.m?.s™ et les trois SRT (2,5, 4,5 et 6,5). La surface de lagunage minimum nécessaire pour

traiter les effluents de I’installation type pour une D.O. de 0,2 est de 0,78 ha et correspond au temps
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de séjour 4.5 j. En revanche, la recirculation minimum et le volume a séparer sont obtenus pour le
temps de séjour le plus élevé, le volume & séparer représente 374 m®j™* soit 45 fois le débit d’entrée
pour le SRT de 6,5 j & une densité optique de 0,2 a 680 nm.

Tableau 39 : Dimensionnement d’une installation basé sur le temps de séjour des solides et sur la lumiére pour
une densité optique de 0,2 et un flux de photons de 280 pmolE.m?2.s™.

SRT (j) 2,5 4,5 6,5
Flux de lumiére

(pmoIE.m'z.s'l) 280 280 280
Concentration en
alguesa x 10° cells.mL 0,63 1,66 2,31
stabilisation
Assimilation mgN.L 36 5,3 5,1
calculée
Nitrification-
dénitrification, A1
basé sur (mgN.L™j™) 3,9 5,8 55
[’assimilation
Surface ha 1,15 0,78 0,81
Volume a séparer  m?j* 1381 519 374
Recirculation x débit entrée 168 63 45

4. Discussions

Le temps de séjour des solides est imposé par la quantité de biomasse extraite du systéme.
Plus le temps de séjour est élevé, plus la concentration en algue est élevée en simulation, puisque la
mort n’est pas considérée. En pratique, ces résultats sont probablement valables dans la mesure ou
la mort ne prend pas le pas sur la croissance. Cela signifie que pour des temps de séjour des solides
élevés, le volume a séparer et donc la recirculation seront plus faibles. Cependant, séparer des
quantités de 400 & 1400 m>j* sur une exploitation agricole avec une centrifugeuse est irréalisable
surtout compte tenu de la teneur en matiéres séches faible (environ 550 mg.L™), mais il peut étre
envisageable de concentrer la biomasse a 1’aide d’un clarificateur avant de la séparer. La
décantabilité des microalgues doit cependant étre vérifiee en préeambule. En revanche, la
recirculation du liquide interstitiel bien que trés élevée, ne semble pas irréalisable sur une ferme.
Pour réduire les volumes a séparer et donc la recirculation, il peut étre intéressant d’atteindre une

concentration en biomasse élevée, et donc un SRT long.
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La diminution de la recirculation avec le SRT n’est pas vraie pour le dimensionnement de la
surface, puisque des plus fortes concentrations en algues vont conduire & du self-shading et donc a
une réduction de la productivité. La surface minimum est ainsi obtenue pour un SRT intermédiaire
(4.5 )). Elle est assez élevée, mais la surface nécessaire pourrait étre plus faible si la nitrification-
dénitrification est plus importante, comme cela a été observé dans le CHAPITRE 6, jusqu’a 32 fois
I’assimilation algale.

Au regard de la surface, il est inconcevable de maintenir la température a 25 °C avec la
puissance thermique disponible sur site et la chaleur apportée par le digestat pour une installation
situee proche de Rennes. Cependant, si la nitrification-dénitrification atteint 97 % de 1’assimilation
algale, il serait possible de maintenir cette température toute I’année avec ’assimilation simulée.

La biomasse produite est équivalente dans tous les cas puisqu’elle est directement
proportionnelle a la quantité d’azote a éliminer du systeéme, selon I’hypotheése énoncée. La quantité
de biomasse est ainsi égale a 74 tonnes par an pour cette unité type avec le ratio
assimilation/nitrification-dénitrification applique.

Le flux de photons photosynthétiques utilisé dans les simulations est un flux de photons
moyen, la lumiere recue et la croissance associée serait donc plus importante en été qu’en hiver. Un
stockage des digestats serait donc nécessaire pour traiter le surplus d’effluents d’hiver en été.

En comparant une lagune a haut rendement avec un réacteur tubulaire recevant la méme
lumiere en surface, le volume nécessaire pour traiter les effluents de 1’installation seraient réduits
d’un facteur de 2,1 environ et le volume a séparer ainsi que la recirculation seraient réduits d’un
facteur 2 pour le SRT de 4,5. Le choix de photobioréacteurs peut étre fait pour cette raison et dans
le but d’extraire des produits a haute valeur ajoutée, au détriment d’un coit plus élevé. La société
LDC Algae (Algae 2014) a fait ce choix et est en développement dans les Cotes d’Armor afin de

cultiver des microalgues avec du lisier.

La surface nécessaire a 1’épandage de la quantité d’azote assimilée par les algues est
d’environ 31 ha (170 kg N/ha). On peut remarquer que le rendement d’utilisation de 1’azote
rapporté a la surface est donc environ 40 fois plus important pour les microalgues que pour les
plantes supérieures. D’apreés Elser et al. (2000), les microalgues contiennent 3 fois plus de
nutriments que les plantes terrestres ce qui reviendrait a un rendement massique d’environ 13 fois

supérieur.
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Conclusions et perspectives

Ce travail de thése a consisté a étudier un post-traitement et la faisabilité de son
utilisation en complément de la digestion anaérobie pour mieux valoriser les digestats : la culture de
microalgues. A 1’aide d’expérimentations a 1’échelle du laboratoire et de la modélisation
biocinétique de la croissance algale prenant en compte les principaux parameétres de culture, un

premier dimensionnement a pu étre défini.

Les digestats de méthanisation agricole sont des effluents tres chargés en nutriment et trés
colorés. Parmi les 3 digestats échantillonnés sur des exploitations agricoles, les teneurs en azote
varient de 2,4 & 4,6 gN.L™ et les rapports azote/phosphore observés dans la phase liquide varient
fortement de 38 & 135 gN-NH,.gP-PO,™, principalement & cause des équilibres physico-chimiques
du phosphore. En outre, la couleur de la phase centrifugée de ces digestats est intense allant de 0,19
a 2,35 exprimée en DO a 680 nm et pour une dilution au 1/10. Pour chaque digestat, cette coloration
est relativement constante dans le temps et, au-dela de cette valeur a 680 nm, ils absorbent sur
I’intégralité du spectre visible. Par contre, la variabilité intra-site de la couleur de la phase liquide
est trés élevée, a cause principalement de la technique de séparation sur site, mais aussi de

I’exploitation (lavages, intrants de méthanisation, etc.).

Un pilote d’expérimentations composé de 6 réacteurs indépendants de 2 L, développé pour
ce projet, a été utilisé afin d’étudier les paramétres clés de la croissance des microalgues et de
I’épuration du digestat. Ainsi, quatre séries d’expérimentations ont été réalisées pour quantifier
I’impact (1) de la pénétration de la lumiere (source d’énergie des algues), (2) du rapport
azote/phosphore du milieu, (3) du carbone inorganique fourni et (4) d’un parametre procédé, le
temps de séjour des solides, sur la production de microalgues et 1’assimilation de 1’azote et du

phosphore.

Puisque les microalgues autotrophes ont besoin de lumiere pour se développer, I’enjeu de la
couleur est tres important car les digestats sont trés colorés et que cette coloration limite la
pénétration de la lumiére. La lumiere biodisponible est fonction de la lumiére en surface et de la
capacité du milieu a la laisser passer. Les résultats obtenus ont permis de mieux quantifier I’impact
négatif de la couleur et celui positif de la lumiere. Ainsi, ces expérimentations ont permis de
déterminer le poids de la densité optique initiale (D.O. a 680 nm) et du flux de photons fourni sur la
productivité algale et sur la vitesse de consommation de ’azote. L’effet de 1’auto-ombrage (en
anglais, self-shading) est plus important sur la pénétration de la lumiére que la densité optique pour

des D.O. faibles, alors que pour des D.O. élevées (0,89-1,36) la lumiere qui pénétre le milieu est
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tres faible car elle est absorbée par la couleur. Au vu de ces résultats, il semble acceptable de
cultiver des microalgues dans un milieu ayant une D.O. (a 680 nm) allant jusqu’a 0,6.

Afin d’optimiser le procédé¢ de culture des microalgues, des pistes d’amélioration de la
séparation solide/liquide en aval de la méthanisation doivent étre étudiées afin d’atteindre cette
coloration tout en minimisant la dilution.

D’autre part, en culture, I’agitation doit étre suffisante et I’hydrodynamique du systé¢me

adaptée pour permettre aux algues une bonne accessibilité a la lumiére,

Concernant ’impact du ratio azote/phosphore, la croissance des microalgues n’a pas été
statistiquement impactée par les différents rapports N/P étudiés allant de 3 & 76 gN.gP™. En effet,
les microalgues ont continué a pousser méme lorsque le phosphore du milieu était épuisé et cette
observation, conjointe avec les analyses des solides a permis de mettre en évidence le stockage du P
par les microalgues. Concernant 1’épuration des nutriments, 1’azote n’a pas ¢été affecté par les
rapports N/P mais, en revanche, la vitesse d’épuration du phosphore augmente avec la concentration
du milieu en phosphore allant de 0,6 2 2,0 mgP.L™%j ™.

Le stockage du phosphore par les microalgues met en avant la robustesse d’un tel procédé
vis-a-vis de la variabilité en phosphore de I’intrant. Cependant, ce ratio ne doit pas étre trop
déséquilibré car le phosphore finirait par manquer sur le long terme et il serait alors impossible

d’¢éliminer tout I’azote du systeme.

Dans le procédé de culture, il est envisagé de réutiliser le dioxyde de carbone contenu dans
les gaz d’échappement de la cogénération comme source de carbone pour les microalgues. Afin de
vérifier I’applicabilité de cette réutilisation, les quantités optimales de CO, pour la croissance et les
quantités transférables ont ¢été déterminées. D’une part, la quantit¢ de CO, fournie a la culture
impacte directement la croissance algale. Le CO, diffusant depuis la surface est insuffisant pour
permettre la croissance dans les photobioréacteurs et conduit a une productivité nulle.
L’augmentation du débit de CO, entraine une augmentation de la productivité, proportionnelle aux
débits d’injection de CO».

D’autre part, I’utilisation de digestat n’a pas impacté le coefficient de transfert du CO, dans
le milieu par rapport a 1’eau claire. Par contre, la suspension algale a permis d’augmenter
sensiblement ce coefficient de transfert par rapport a I’eau claire (o = 1,16). En condition de culture,
I’efficacité maximum de transfert obtenue (CO; assimilé/CO, injecte) est de 65 %, lorsque la teneur
en carbone inorganique de la phase liquide est réduite du fait d’une forte croissance algale et d’un

débit de CO, limité. Bien que le coefficient de transfert augmente avec le débit, I’efficacité du

233



Conclusions et perspectives

transfert diminue lorsque le débit est augmenté du fait d’une augmentation des pertes. Les transferts
méritent d’étre étudiés dans une matrice digestat centrifugée et non diluée avec une séparation
liquide-solide plus poussée, pour se rapprocher des conditions vers lesquelles il est préférable de
tendre d’un point de vue économique.

La modélisation du transfert du carbone n’a pas été possible dans cette étude, a cause des
conditions de pression et de concentration en CO; de la phase gaz (headspace) qui n’étaient pas
suffisamment maitrisées pour calculer les équilibres. Cependant, ce type de modéle intégrant les
différents équilibres physico-chimiques a déja été développé dans d’autres études (Pegallapati and
Nirmalakhandan 2012 ; Concas et al. 2013).

D’aprés les premiers calculs réalisés dans le cadre de ce travail, les quantités de CO;, iSSus
des gaz d’échappement produites par la cogénération (combustion du CH4 produit lors de la
méthanisation) apparaissent proches des quantités nécessaires pour éliminer tout 1’azote du milieu.
Cependant, la croissance observée est meilleure avec des flux de CO; plus important alors que
I’efficacité du transfert se trouve amoindrie dans ces conditions. Un compromis peut donc étre
nécessaire pour éliminer la majeure partie de 1’azote du milieu en favorisant une bonne croissance
algale. Toutefois, 1’écosystéme utilisé comporte aussi des bactéries qui produisent du CO; en
dégradant la maticre organique (hétérotrophes) et d’autres qui le consomment (nitrifiantes).

L impact de ces processus sur les flux de CO, nécessite donc des études complémentaires.

L’¢étude du temps de séjour des solides et de la fréquence d’extraction a permis d’estimer la
productivité algale en régime semi-continu et de mettre en évidence les mécanismes d’élimination
de I’azote dans ces conditions.

La productivité algale observée est assez faible comparée aux productivités maximum
obtenues en batch (de ’ordre de 2.10” versus 8.10° cellules.L™j™?), du fait des temps de séjour
limités et de la coloration du milieu utilisé (DO = 0,85). Dans ces conditions, nous avons mis en
évidence que le principal mécanisme d’élimination de 1’azote est la nitrification-dénitrification
(NDN), avec shunt des nitrates (NH;" = NO,” = N,). Les proportions relatives entre ce mécanisme
et I’épuration associée a 1’assimilation par les microalgues (de 50 a 97 % et de 3 a 50 %,
respectivement) sont apparues dépendantes des 2 parameétres du procédé étudié (temps de séjour des
solides et fréquence d’extraction) ouvrant la voie a des paramétres de contrdle dont I’étude
mériterait d’étre approfondie.

D’un point de vue mécanisme, 1’avantage des microalgues sur les bactéries nitrifiantes
(AOB) en milieu limité en phosphore a été mis en exergue. Il a été montré que la quantité de nitrites

et nitrates produits est fonction de la concentration initiale en phosphore. La nitrification est ainsi
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inhibée a cause de I’exclusion compétitive des AOB par les microalgues sur le phosphore. En
outre, un antagonisme a été observé en milieu non carencé en phosphore entre les AOB et les
microalgues en faveur des microalgues. Bien que son origine ne soit pas connue, une hypothése
pourrait étre une compétition sur la source de carbone.

Les interactions entre algues et nitrifiantes méritent d’étre étudiées plus en profondeur afin
de comprendre s’il existe un réel antagonisme ou s’il s’agit de compétition sur les nutriments.
L’interaction forte entre les communautés algales et les bactéries nitrifiantes est sur 1’oxygene,
puisque les microalgues le produisent tandis que les AOB le consomment. Des expérimentations
durant lesquelles une concentration minimum en oxygéne est maintenue permettraient de
déconnecter la croissance des AOB de celle des microalgues. Cependant, cette concentration ne doit
pas étre trop élevée puisque la croissance algale est limitée par la pression partielle en oxygéne du
milieu (Mouget et al. 1995).

Les productivités algales et 1’azote ¢liminé obtenus au cours de ce travail ont été représentés
avec les données de la littérature sur la Figure 89. Les productivités observées sont équivalentes a
celles observées dans la littérature, en revanche, I’azote éliminé dans ce travail est globalement plus
faible que dans la littérature a cause d’une moindre nitrification-dénitrification. L’antagonisme entre
les microalgues et la nitrification-dénitrification observé dans cette étude semble aussi présent dans
les données bibliographiques, puisque 1’azote ¢liminé est plus important, du fait de la NDN, pour

les faibles productivités algales que pour les fortes.
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Figure 89 : Représentation de I'azote éliminé en fonction de la productivité algale de la littérature (losange) et
des expérimentations de cette étude (rond). La ligne rouge représente 10 % d'azote massique dans la biomasse.

Au vu de ces résultats et notamment de I’'importance des mécanismes de NDN, il serait

¢galement nécessaire d’étudier les émissions de protoxyde d’azote (N,O) de ce procédé, gaz a effet
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de serre ayant un potentiel de réchauffement global d’environ 300 fois plus important que le CO».
En effet, I’émission de N,O a été observee dans des procédés réalisant la nitrification et
dénitrification simultanée en conditions limitantes en oxygene (Jia et al. 2013) et la culture algale
en lagunage algal a haut rendement (HRAP) pourrait donc étre une source importante de ce gaz.

Les essais en photobioréacteurs ont permis de tester facilement et de maniéere contrdlée
I’influence de la stratégie d’extraction, mais les valeurs de croissance et d’épuration ainsi que la
contribution des mécanismes associés méritent d’étre appréciés en lagunage a haut rendement pour
se placer dans des conditions proches de la réalité de mise en place de ce procédé. Ainsi, cela
permettrait d’estimer les hétérogénéités spatiales, faibles dans les photobioréacteurs, mais qui
pourraient étre plus importantes en HRAP. Des effets de bord dans les lagunes pourraient ainsi
générer des gradients de température et influencer la diffusion de la lumiére ; le transfert du CO,
pourrait aussi étre moins efficace qu’attendu ; enfin, la décantation de la biomasse pourrait étre plus
rapide a cause d’un brassage moins efficace. L’ensemble des résultats obtenus dans cette étude a
I’échelle laboratoire permettent ainsi un dimensionnement du procédé¢ qu’il apparait nécessaire

d’étudier a présent a I’échelle préindustrielle.

Les données acquises dans les essais ont permis de mettre en place un modeéle biocinétique
capable de simuler la croissance algale en fonction de la lumiere disponible dans le milieu. Cette
lumiére est fonction de la quantité de microalgues, de la D.O. initiale et de la lumiére en surface.
Ensuite, ce modele capable de représenter le self-shading de la biomasse et la croissance en milieu
coloré a été complété par un modele de Droop (1973) pour intégrer la croissance dans un milieu
pauvre en phosphore et son stockage dans la biomasse algale. Enfin, sans prendre en compte le
phosphore non limitant, I’impact cinétique de la quantité de carbone inorganique a été déterminé.
Le modele global intégrant la lumiere disponible, le phosphore et son stockage et le carbone
inorganique peut étre représenté comme dans le Tableau 40.

Le taux de déces (b), représentant la vitesse de mort des microalgues, étant trop lié au taux
de croissance spécifique, Um, n’a pas été déterminé dans les essais. Cependant, pour simuler un
systéeme avec des temps de sejours moyens ou longs, il sera nécessaire de pouvoir représenter la
mort de la biomasse. Ce paramétre pourrait étre déterminé en suivant le nombre d’algues vivantes
en fonction du temps apres passage d’un environnement éclairé a 1’obscurité. Les méthodes utilisées
peuvent étre la méthode live-dead avec comptage des cellules au microscope ou le suivi du nombre
de copies d’ADN par qPCR apres I’utilisation de PMA (Propidium MonoAzide).
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Tableau 40 : Matrice de Petersen du modele global.
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De plus, ce modele nécessiterait d’étre validé sur un HRAP pour confirmer que les
hypotheses valables pour un photobioréacteur le sont aussi pour un HRAP, notamment sur le calcul
de la lumiére disponible. Au regard de la littérature, des modéles modulant la croissance en fonction
de la température ont été développés et pourraient étre utilisés pour représenter assez finement la
croissance algale en fonction de la période de I’année.

En outre, il faudrait réaliser une analyse de sensibilité du modéle global pour Vérifier les
parameétres les plus critiques et ainsi affiner le calage de ceux-ci.

Dans un objectif d’épuration, il est important de travailler sur I’association des processus de
croissance algale et de nitrification. Un moyen pouvant se révéler efficace est la modélisation, en
associant des modeles existants de croissance bactérienne comme « Activated Sludge Model »
(Henze et al. 2000), ASM, et des processus de croissance de microalgues. Il serait ainsi possible de
modéliser la concentration en oxygéne du milieu en fonction de la productivité algale et de la
concentration en biomasse bactérienne autotrophe et hétérotrophe. L’expression de la concentration

en O, peut étre représentée comme ci-apres :

% = production photosynthétique (jour) - consommation par les bactéries hétérotrophes et

autotrophes - respiration des algues - pertes en sursaturation

La production d’oxygene par les algues est directement liée a la production de biomasse par
I’équation de la photosynthése : 6 CO, + 6 H,O +hv > CgH1,06 + 6 O,. L’autre constituante liée a
la biologie, non prise en compte dans ASM, qu’il faudrait modéliser est la consommation de
I’oxygéne par les microalgues due a leur respiration. Leur respiration peut étre de deux types : la
respiration « classique » et la photo-respiration. La photo-respiration peut cependant étre négligée
lorsque la teneur en oxygene n’est pas tres élevée ou lorsque la concentration en CO; n’est pas trop

faible (Kliphuis et al. 2011). La respiration est réalisée par les microalgues a la lumiere et a
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I’obscurité. Pour les bactéries hétérotrophes, il serait nécessaire de faire un fractionnement de la
matieére organique du digestat centrifugé afin de ['utiliser dans le modele. En combinant ces
informations avec les processus physiques tels les transferts et les pertes en sursaturation, il semble
possible de simuler la croissance des microalgues, des AOB et des bactéries hétérotrophes dans le
méme environnement afin d’accéder a des taux d’épuration représentatifs des lagunes a haut
rendement. Une telle diversité de communautés pourrait cependant rendre le calage des parametres
tres complexe.

Si la nitrification est favorisée, la dénitrification pourrait étre limitée dans ce systeme ou la
matiére organique biodégradable soluble est en faible quantité. Il est possible d’envisager une post-
dénitrification en réutilisant une partie de la phase initialement séparée comme source de carbone

organique ou les jus issus de cette phase comme source de MO.

L’inoculum utilis¢ lors des expérimentations contient plusieurs genres d’algues ainsi que des
bactéries. L’évolution de ces communautés et le lien entre microalgues et bactéries nitrifiantes ont
¢été suivis afin de caractériser les interactions et I’impact des conditions sur leur évolution.

Le suivi des communautés de microalgues présentes a permis de montrer que la croissance
de Chlorella sp. est moins limité par le manque de lumiere que Scenedesmus sp. Chlorella est donc
un meilleur compétiteur pour la lumiére que Scenedesmus. En revanche, quand le substrat limitant
est le phosphore, Scenedesmus sp. apparait avantagé.

Ainsi, ces résultats montrent qu’il pourrait étre difficile de maintenir une communauté
dominée par Scenedesmus dans un lagunage a haut rendement a cause d’une limitation de la lumiére

disponible en raison de zones mortes, du milieu coloré, de la concentration en algues etc.

A partir de toutes les données issues de ce travail de thése, un dimensionnement a pu étre
réalisé. Ainsi, pour un élevage de 200 truies et leurs suites, la simulation de croissance algale en
prenant en compte la nitrification-dénitrification (52 %) a mené a une surface minimum nécessaire
pour la culture de microalgues et 1’épuration de la phase liquide du digestat de 1’ordre de 0,78 ha.
Cette surface est obtenue pour un temps de séjour des solides intermédiaire d’environ 4,5 jours, un
temps de séjour plus élevé réduisant la productivité a cause du self-shading. Au vu de la
concentration en microalgues assez faible (de lordre de 10° cellules.mL™), les volumes de
biomasse a separer sont trés importants et ne sont pas envisageables sur une installation agricole. Il
serait cependant réalisable de concentrer cette biomasse dans un clarificateur avant une séparation
plus poussée, en centrifugeuse par exemple. Dans ce cadre, des études sur la décantabilité des

microalgues apparaissent nécessaires. Le volume a séparer est plus faible pour les temps de séjours
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les plus ¢€levés, car c’est avec cette stratégie que la concentration en algues simulée est la plus
élevée. Le volume de liquide séparé, bien qu’assez élevé, peut raisonnablement étre recirculé.

Le rendement d’épuration, fixé a 90 % pour le dimensionnement, induit des concentrations
en azote jusqu’a 500 mg.L'1 dans le liquide de sortie. Les concentrations en azote testées n’ont
jamais excédé 200 mg.L™, il serait donc intéressant de vérifier qu’une concentration plus élevée
dans la lagune n’inhibe pas la croissance algale et/ou la nitrification-dénitrification. De plus, les
ions majoritairement consommeés pour la croissance algale sont I’ammonium et les phosphates, mais
la concentration des autres ions reste proche de leur concentration en entrée du procédé. Ces teneurs
¢levées dans le lagunage pourraient aussi inhiber la croissance, ¢’est pourquoi ils méritent d’étre

étudiés.

Les résultats de ces expériences devraient permettre de mieux appréhender la faisabilité d’un
tel procédé et d’approcher des critéres d’aide au dimensionnement (taille des bassins, dilution
initiale, etc.), afin d’obtenir une bonne épuration avec une croissance des microalgues élevée. La
synergie entre la digestion anaérobie et la culture de microalgue mérite d’étre considérée, méme si
les surfaces, recirculations et volumes a séparer simulés restent importants. Cependant, les premiers
chiffres du dimensionnement ne sont pas directement transposables sur le terrain et nécessitent des
¢tudes en grandeur réelle. La culture algale appliquée au traitement d’effluents d’élevage est un
procédé non mature, mais qui a une marge de progression importante. De plus, I’association entre
les microalgues et les bactéries nitrifiantes est une piste a explorer pour augmenter 1’épuration des

systémes lagunaires.
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Annexe 1 : Revue bibliographique sur I’épuration du CO; a I’aide d’une culture algale

Le tableau suivant présente un bilan bibliographique de plusieurs études selon les parametres :

- PPFD : Photosynthetic Photon Flux Density : rend compte de I’intensité de 1’éclairage

- Charge en gaz (vvm) : volume de gaz fourni par unité de volume du réacteur par minute

- concentration en CO, : pourcentage volumique en CO, du gaz intrant

- efficacité de retrait du CO; : quantité de carbone enlevée du gaz

- Méthode : méthode utilisée pour mesurer 1’intégration du CO; :
o Gaz in—out : différence de quantité de CO; entre le gaz sortant et entrant, mesurée par des senseurs
o BP x %C : estimation basée sur le produit de la productivité en biomasse et de la quantité de carbone contenue dans un g de biomasse
o TIC : mesure du carbone inorganique total dissous dans le milieu

*: Valeurs déterminées a partir de figures

6.3 Gaz in — out nd 0.270
(Jacob-Lopes et . . i
Aphanothece microscopica N. 150 Non synthétique 2.0 1.00 15% 3.9% 6.7 BP x %C
al. 2010) i nd 0.303
6.9 Gaz in—out
Aphanothece microscopica N. 11.00 0.754
Chlorella 7.0 0.482
(Francisco et al. Dundiella . 5.9 . 0.367
150 Non synthétique 3.0 1.00 15% nd Gaz in—out nd
2010) Phaeodactylum 0.6 0.072
Phormidium 7.4 0.415
Scenedesmus 4.6 0.655
0.03% 0.037 0.688 0.065
5% 0.067 0.993 0.133
N 10% 0.071 0.993 0.144
on
Chlorella pyrenoidosa SJTU-2 180 synthétique 0.80 0.25 20% nd 0.061 BP x %C 0.909 0.121
(Tang et al. 2011) 30% 0.041 0.532 0.075
50% 0.029 0.326 0.054
i " 0.03% 0.041 0.083
Scenedesmus obliquus SJTU-3 180 Non synthétique 0.80 0.25 Nd BP x %C nd
5% 0.078 0.158
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(Ryu et al. 2009)

(Chiu et al. 2008)

(Lee et al. 2002)

(Doucha et al.
2005)

(Maeda et al.
1995)

(Cheng et al.
2006)

(Fan et al. 2007)

(Francisco et al.
2010)

Chlorella sp.

Chlorella sp. (marine)

Chlorella sp. KR-1

Chlorella sp. P12

Chlorella sp. T-1

Chlorella vulgaris

Chlorella vulgaris

Aphanothece
Chlorella vulgaris
Dunaliella
Phaeodactylum
Phormidium
Scenedesmus
Synechococcus nidulans

100 Non
300 Non
450 Non
solaire Non
110 Non
158 Non
130 nd
150 Non

synthétique

synthétique

synthétique

synthétique

synthétique

synthétique

synthétique

synthétique

10%

20%

30%

50%

0.2 0.5%

0.2 1.0%

0.2 2.0%

0.60 0.2 5.0%
0.06 5%

0.1 5%

0.4 5%

15%

10%

0.8 0.25 5%
2%

Air

0.05 0.5 15%

400 0.38-1.45 5-7%
Air
10%
30%
50%
80%
100%
0.04%*
0.1%*
0.25%*
10 0.3 0.4%*
0.9%*
1.25%*
2.7%*

0.6 0.83

5.6 0.22 1%

3.0 1.0 15%

257

nd
nd
nd
0.20%*
0.52%*
0.32%*
0.10%*
16%
20%
27%
58%
Nd

Nd

7.3a38.7%

Nd

27%
55%
38%
30%
15%
7%
2%

Nd

Nd

0.079
0.067
0.041
0.029
0.091
0.123
0.141
0.159
nd
nd
nd
4.69
3.81
2.59
2.14
nd

nd

nd

nd

0.03*
0.16*
0.18*
0.21*
0.31*
0.29*
0.05
0.84
0.92
0.28
1.80

0.6

11.0

BP x %C

Gaz in—out +
TIC

nd

Gaz in — out

nd

nd

Gaz in—out

Electrode a CO2

nd

nd

0.127
0.492
0.230

nd

nd

nd

nd

nd

nd

0.155
0.134
0.081
0.056
0.191
0.255
0.295
0.335
0.253*
0.260*
0.346*
0.002*
0.002*
0.010*
0.202*
0.090*
0.780
0.124
0.710
1.660
2.700
3.100
0.114*
0.374*
0.354*
0.294*
0.174*
0.074*

nd

nd

0.754
0.482
0.367
0.007
0.415
0.655

Utilisation de gaz
d’échappement et
différentes c® en Cox
et NOx

souche adaptée au
CO,

Commentaires sur
I’impact du débit sur

les transferts gazeux



Chlorella vulgaris LEB-104
(Sydney et al. B. braunii SAG-30.81
2010) Spirulina platensis LEB-52
Dunaliella tertiolecta SAD-13.86

(Kurano et al.
1995)

Chlorococcum littorale

(Chae et al. 2006)
(Van Den Hende
etal. 2011)

Euglena gracilis

Microalgal bacterial flocs

(Lietal. 2011) Scenedesmus obliquus WUST4

(Santiago et al.
Scenedesmus sp.
2010)

(Yun et al. 1997) Chlorella vulgaris
Chlorococcum littorale
Chlorella kessleri
Chlorella sp. UK001
Chlorella vulgaris
Chlorella vulgaris
Chlorella vulgaris

w. - Chlorella sp.
ang et al.

2008)

Dunaliella
Haematococcus pluvialis
Scenedesmus obliquus
Scenedesmus obliquus
Botryococcus
Scenedesmus obliquus
Spirulina sp.

Spirulina sp
(de Morais and
Costa 2007)

42

250

480

100

160

200

110

nd

43

nd

nd

nd

synthétique

synthétique

synthétique

Eaux usées

synthétique

synthétique

Eaux usées

Nd

Nd

Nd

Nd
synthétique
synthétique
synthétique

nd

nd

nd
eaux usées
eaux usées

nd

nd

synthétique

8.0

0.01

20
1000

100

1.0

0.25

nd

18
18
18
18

nd

100
0.25
0.05
0.03

0.0025

0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.05
0.1
0.15
0.2
0.3
0.5

0.30

1.6

nd

0.3
15mn/h

5%

20%

11%
12%

6%
10%
12%
14%
17%
18%
12%
12%
12%
12%
12%
12%
15%

Air

5%
15%
40%
18%
15%
15%
Air
Air
40%

3%

16-34%

Air
Air
18%
12%

0.04%
6%
12%
18%
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Nd

Nd

Nd

49%

58%
65%
66%
64%
57%
40%
66%
67%
65%
61%
46%
19%

Nd

nd

96.8
9.30
5.46
2.48

0.069
0.136
0.087
0.074
1.091
0.177
0.232
nd

0.099

nd

nd

Nd
Nd
0.170
0,273
0,044
>0,273
0,170
0,020
0,012
0,273
0,085
0,039
0,004
0,008
>0,273
0,071
0,113

nd

Gaz in—out

BP x %C

BP x %C

Gaz in-out+TIC

Gaz in— out

BP x %C

nd

BP x %C

0.29
0.24
0.22
0.21
1.87
1.87
1.80
1.44

nd

nd

nd

nd

0.39
0.38
0.36
0.26

0.31
0.61
0.73
0.42
2.50
0.40
0.53
0.114*

0.181

nd

0.350

0.317
0.413
0.358
Nd
0.087
Nd
Nd
0.040
0.024
Nd
0.170
0.076
0.009
0.016
1.100
0.140
0.220

0.280

Adaptation a 5% CO2



Scenedesmus obliquus

Chlorella vulgaris

Chlorella kessleri

35
35
35
35

18
18
18
18

35
3.5
35
35

18
18
18
18

35
35
35
35

18
18
18
1.8

35
35
35
35

0.04%
6%
12%
18%

0.04%
6%
12%
18%

0.04%
6%
12%
18%

0.04%
6%
12%
18%

0.04%
6%
12%
18%

0.04%
6%
12%
18%

0.04%
6%
12%
18%
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99.9
9.15
5.44
3.48

80.5
4.96
2.58
0.98

88.8
5.87
2.09
153

835
6.25

0.6

60.1
1.36
152
0.31

56.5
5.52
2.24
2.51

89.7
53
2.78
1.69

0.38
0.42
0.33
0.18

0.29
0.33
0.33
0.28

0.18
0.22
0.24
0.33

0.19
0.26
0.25
0.21

0.25
0.31
0.20
0.12

0.19
0.25
0.25
0.39

0.35
0.38
0.39
0.38

0.160

0.140

0.180



Annexe 2 : vue de ’interface de régulation et d’acquisition

Paramétres ‘ pHEEv | o2 | Marel | Paramétres  PHEEV ‘ o2 | Manuel |

affichage pH
pH 1
pH 2
e — rvp— \;IISA Resource Name e
e o 15 5 oM =

Serial Port Configuration
Timeout Yalue (10000)
Range oo
puito Baud Rate (57600)

Echantilorriage () 57600 6

pH4
pHS
pHE

210 Flow Control (1:XCN/XOFF)
Son 1
Tamns
ouvert affichage EV
202,203,204, 1,2 BV 1
1,14
fermé 1 =53
201,206 0.9+ &3
08 EV4
pH 02 . o7 EVS
T 06
pH=M.U+B Bl EVé
5 0,
M B E 04
2175 735 0.3

Temns
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Annexe 3 : Schéma de régulation et d’acquisition (stratégie 2)
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=
H
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Range
mmande onglets:

107112
[L01:108]
=

esource Name

VISA Res

iSerial Port Configuration

Booléen
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Annexe 4 : Code Scilab pour le calage des parametres relatifs a la lumiére

clc
clear
funcprot(0)

/I Concentration en microalgues (cells/mL)

/[ data from 25-02-13
y_exp(;,1) = [8000 23000 61000 101000 116000 192000 183000 196000]";
y_exp(;,2) = [13000 9000 53000 77000 116000 205000 232000 2610007}
y_exp(:,3) = [6000 26000 46000 67000 136000 192000 236000 303000];
y_exp(;,4) = [8000 19000 8000 11000 8000 9000 17000 200007}
y_exp(:,5) = [7000 16000 8000 20000 33000 40000 32000 85000]";
y_exp(:,6) = [9000 16000 15000 16000 36000 74000 57000 79000]";

// data from 12-03-13
y_exp(:,7) = [11000 9000 51000 104000 128000 182000 192000 284000]";
y_exp(:,8) = [9000 7000 14000 26000 46000 100000 114000 162000];
y_exp(:,9) = [11000 13000 74000 185000 226000 356000 228000 428000]";
y_exp(:,10) = [11000 24000 22000 30000 78000 112000 168000 156000]";
y_exp(;,11) = [13000 27000 111000 201000 222000 272000 316000 332000];
y_exp(;,12) = [14000 25000 150000 260000 254000 364000 396000 452000]';

// data from 27-03-13
y_exp(:,13) = [10000 10000 16000 33000 46000 84000 75000 1040007
y_exp(:,14) = [7000 8000 40000 66000 135000 228000 180000 204000]";
y_exp(:,15) = [8000 12000 38000 78000 129000 180000 162000 248000]";
y_exp(:,16) = [6000 10000 11000 14000 11000 28000 23000 27000]";
y_exp(:,17) = [6000 7000 9000 25000 23000 31000 50000 49000]";
y_exp(:,18) = [5000 7000 22000 32000 42000 50000 55000 650007

// data from 11-04-13
y_exp(;,19) = [7000 24000 116000 188000 224000 332000 328000 392857]';
y_exp(:,20) = [8000 15000 39000 118000 140000 196000 288000 427429]";
y_exp(:,21) = [8000 12000 43000 103000 144000 192000 300000 480857]';
y_exp(:,22) = [7000 9000 30000 39000 82000 128000 160000 232571]";
y_exp(:,23) = [5000 9000 25000 51000 75000 136000 196000 238857]";
y_exp(:,24) = [8000 11000 27000 45000 99000 148000 184000 257714]";

/I Concentration en N (assimilé, basé sur NH4, calc : [N]=[N-NH4]i-[N]disparue du systéme/assimilé)
// data from 25-02-13

z_exp(;,1) =[111.702 110.428 105.1765 95.256 86.654 80.112 71.0615 64.991]";

z_exp(:,2) = [110.222 112.593 106.114 95.7075 85.467 78.866 70.1525 63.809]";

z_exp(:,3) = [114.346 114.2135 103.252 97.298 87.9755 81.3565 72.6225 66.1225]';

z_exp(:,4) = [81.0525 77.5505 77.581 79.571 77.284 82.36 82.0385 81.813]";

z_exp(;,5) = [117.3215 121.549 114.4805 109.453 106.732 106.906 101.818 97.567];

z_exp(:,6) = [118.227 123.528 113.161 109.992 108.0515 103.2425 98.4335 78.6705]";
// data from 12-03-13

z_exp(:,7) =[78.501 78.7015 83.516 81.672 64.3175 66.249 0 0];

z_exp(;,8) = [117.632 115.758 110.0795 103.051 81.9815 79.7995 76.2505 70.2835]";

z_exp(:,9) = [119.6165 116.907 106.125 98.1235 71.1505 64.4005 58.359 56.4635]';

z_exp(;,10) = [69.7045 69.7045 66.6025 59.2755 52.0155 45.6445 0 O];

z_exp(;,11) = [110.7045 110.936 97.851 86.8045 70.584 54.3635 47.6795 43.4015]";

z_exp(:,12) = [120.549 115.5895 100.0865 86.234 57.9745 52.5235 43.065 39.056]';
// data from 27-03-13

z_exp(;,13) = [117.102 112.127 104.6265 93.823 86.0625 77.374 71.6495 67.844]';

z_exp(;,14) = [61.961 63.0225 60.1885 55.876 48.604 41.332 0 0]";

z_exp(;,15) = [114.015 110.7825 102.806 92.163 83.395 74.627 69.366 70.1435]’;

z_exp(;,16) = [123.0385 117.0465 114.794 111.481 106.279 101.077 98.353 99.59]";

z_exp(;,17) = [68.4395 66.577 68.016 67.3395 76.687 67.86 62.4715 63.3575]";

z_exp(;,18) = [114.021 112.726 110.439 110.279 108.263 104.0295 97.469 99.544]";
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/I data from 11-04-13
z_exp(;,19) = [96.085 89.9025 80.752 69.72 59.496 50.4195 45.778 38.318]';
z_exp(:;,20) = [115.8695 105.8495 93.105 80.3605 69.1115 61.4355 61.342 56.792]';
z_exp(;,21) = [95.5175 91.4715 86.1915 74.4395 65.992 57.1625 53.884 50.09]";
Z_exp(:,22) = [96.3955 94.1795 95.9615 86.3765 84.0145 73.5695 70.7615 72.2735]";
z_exp(;,23) =[93.5955 93.009 88.7515 80.731 74.5025 68.901 64.4215 58.3295]";
z_exp(:;,24) = [94.6 91.784 92.486 82.856 74.9645 70.269 66.577 64.375]';

Fluxi = [148.27 148.71 140.59 51.65 54.36 52.76 148.27 148.71 140.59 233.60 238.9 244.0 148.27 148.71 140.59
51.6547.12 43.29 241.30 241.80 242.50 ...
141.93 160.74 159.9];// Flux de lumiere incident (en pmolE/m?/s)

DOi =[0.425 0.416 0.414 1.286 0.374 0.191 1.325 0.399 0.149 1.358 0.363 0.221 0.384 0.893 0.379 0.194 0.917
0.382 0.855 0.25 0.892 0.885 0.87 0.887]"; // Densité optique initiale

/13b, coefficient d'atténuation (cm-1)
function [v]=Jb(t, y, Kk, j, DOI, Fluxi)

g=12.789;

h=0.000196202;

i=54.7014;

v =g+ h*y+i*DOi(j);
endfunction

/[Flux moyen (en umolE/m?/s)
function [z]=Flux(t, y, k, j, DOI, Fluxi)
a=0.902623;
b=0.02971;
¢=0.0005421;
d=0.00000557133;
€=0.0000000299771;
f=0.0000000000653467;
v=Jb(t, y, k, j, DOI, Fluxi);
z=Fluxi(j)*(a-b.*v+c.*v.A2-d.*v."3+e. *v.M-f. ¥y . 15);
endfunction

/I Model de Contois pour la lumiére
function [ydot]=mymodel(t, y, k, j, DOI, Fluxi)
z = Flux(t, y, k, j, DOI, Fluxi);
ydot = K(1).*y.*(z./(k(2).*y+2));
endfunction

/[ starting guess
u=0.8;//u
K =0.0001;//K'
k= [u;K];
1l
function [val]=L_Squares(k)
val=[J;
u=Kk(l);
K= k(2);
pas=0.01
time = [0:pas: 7]
t = time;
g=0.00000014377*1000;
for j=1:24;
y0 =y_exp(L,j);
20 =z_exp(L,j);
y=0de(y0,0,t,mymodel);
for m=1:8;
n=((m-1)/pas+1);
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y_trans(;,m)=y(:;,n);
end
y_calc(:,j)=y_trans'
z_calc(:,j)=z0-y_calc(:,j)*q
resid = (z_calc(:,j) - z_exp(:,}))). *(z_calc(:,j) - z_exp(:,j)); // Matrice des résidus
resid = sum(sum(resid))// Résidus pour I'expérimentation j
Residus(1,j)=resid(1,1)
end
val = sum(sum(Residus));// Résidus totaux
endfunction
1l
tic
options = optimset("TolFun™,1D-04,"TolX",1.D-04,"MaxFunEvals",1.0D+07,"MaxIter",1.0D+07);
[param,L_Squares,flag,details] = fminsearch(L_Squares,k,options); // Algorithme de minimisation
elapsed_time = toc();
parametres = param'
u = parametres(1); K = parametres(2);
/I Affichage
parametres
if flag == 1 then
printf('Le systéme converge\n\n’);
else
printf('Le systéme ne converge pas\n\n’);
end;
printf('nombre d itération ---------------- %0\n',details.iterations);
printf('Somme des carrés ----------------- %g \n',L_Squares);
printf(‘(Nombre d appels du modéle ------- %g\n',details.funcCount);
printf('Algorithme de minimisation------------ %s\n',details.algorithm);
printf(p );
write(%io(2),u)
printf('K :');
write(%io(2),K)
if elapsed_time<60 then
printf('Temps écoulé -------------------- %g s \n\n',elapsed_time);
else
printf(‘"Temps écoulé -------------------- %0 min \n\n',elapsed_time);
end;
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Annexe 5 : Parameétres pour le calcul de la puissance perdue, cas du mois de juin

Paramétre Valeur Unité

T° eau visee 25.0 °C

T° ambiante 17.7 °C

p sat (T eau) 2024 Pa

X' = humidité spécifique de I'air ambianta la

T de l'eau 6.3 g eau/ kg air
X = humidité spécifique de l'air saturé ala T

de l'eau 12.7 g eau/ kg air
V du vent 3.3 m/s

h 7.6 Wim2.K
Puissance solaire 234.7 W/m?

S 1 m?2

coeff absorption lum solaire océans 0.9 a 600 nm
coeff absorption lum solaire végétation (ca) 0.8 a 600 nm

V digestat 6000 m?® (5800 pour les Manets)
dilution 10

T° digestat 35 °C

T° eau nappe 12 °C
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Résumé

Les conditions de culture de microalgues autotrophes en systeme ouvert associant
microalgues/bactéries ont été étudiées au cours de ce travail de thése. L’objectif était de développer
un procedé de valorisation des nutriments (N, P) contenus dans la phase liquide des digestats issus
de méthanisation agricole. Dans un premier temps, une synthese sur les filieres de méthanisation
suivi d’un état de I’art sur les microalgues et leurs conditions de culture ont permis de mettre en
évidence les principaux paramétres d’influence spécifiques a I’influent étudié, tels que la coloration,
et les interactions avec les processus de nitrification/dénitrification.

Ainsi, dans le but de mieux comprendre les mécanismes et d’évaluer les impacts des
parametres principaux, un pilote de laboratoire composé de 6 réacteurs de 2,5 litres a été congu et
des analyses spécifiques ont été développées au laboratoire. A partir de ces outils, I’effet de la
couleur et de la lumiére sur la pénétration de la lumiére et sur la croissance algale a été quantifie.
L’impact positif de la lumiére s’est révélé d’ importance équivalente a I’impact négatif de la couleur
sur la croissance. Au cours de la culture, la concentration en algues augmente jusqu’a rendre la
pénétration de la lumiére dans le milieu faible, exacerbant le poids de la lumiére. Ensuite,
I’influence du ratio N/P du milieu a été testée, ce qui a permis de mettre en exergue le stockage du
phosphore par les microalgues, leur permettant de continuer leur croissance lorsque le phosphore du
milieu est épuisé. En outre, le taux et la vitesse d’¢limination de I’azote ne sont pas impactés, tandis
que celle celui du phosphore augmente avec la concentration en P du milieu. Par la suite, le transfert
du dioxyde de carbone et son impact sur la croissance des microalgues ont été étudiés. La
productivité algale est fonction de la quantité de CO, fournie a la culture et chute a 0 sans injection.
Le transfert en condition de culture est optimal lorsque la croissance des microalgues est forte,
c’est-a-dire lorsque la concentration en carbone inorganique du milieu est plus faible et que la
consommation algale est élevée. Enfin, I’étude du temps de séjour des solides et de leur fréquence
d’extraction a révélé que la nitrification-dénitrification est un mécanisme important d’élimination
de I’azote dans une culture algale en continu et en systéme ouvert. Il peut méme s’avérer
prédominant par rapport a 1’assimilation de I’azote par les microalgues dans certaines conditions. La
proportion de chacun de ces processus peut néanmoins étre contrdlée par ces parametres.

Ces expérimentations ont par ailleurs permis de mieux comprendre les interactions entre
microalgues et bactéries nitrifiantes ainsi que la prédominance des genres d’algues en fonction des
conditions de culture. Les microalgues sont de meilleures compétitrices sur le phosphore que les
bactéries nitrifiantes. De plus, lorsque le phosphore n’est pas limitant, la nitrification est réduite en
proportion de la productivité algale. En cas de limitation en phosphore et avec une faible lumiére
disponible, les genres d’algues qui Se sont montrés dominants sont Scenedesmus sp. et Chlorella sp.
respectivement.

Les essais expérimentaux ont été complétés par le développement ou I’adaptation de
modeles biocinétiques capables de représenter la croissance algale et 1’épuration assez fidelement.
A partir de cette modélisation, différentes configurations ont été simulées pour dimensionner un
lagunage algal a haut rendement et ainsi mieux comprendre et apprécier la faisabilité d’une culture
algale pour extraire les nutriments des digestats.

Mots clefs : microalgues, bactéries, digestat, couleur, lumiére, ratio N/P, CO,, SRT,
modélisation, dimensionnement.
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