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RESUME

Ce projet de recherche vise a évaluer les possibilités de développer des procédés de
production par fermentation de biopesticides a base de Bacillus thuringiensis var. kurstaki
HD-1 (Bt) et ce, en utilisant des eaux usées et/ou des boues d’épuration comme milieux de
culture. Ces substrats alternatifs sont de riches sources de nutriments qui peuvent étre

exploités pour cultiver Bt et produire des biopesticides a haute valeur ajoutée.

Les propriétés rhéologiques des bouillons constituent un élément clé devant €tre pris en
considération lors de la fermentation des boues et de la formulation des biopesticides. Les
¢tudes rhéologiques (viscosité et taille des particules) réalisées avec plusieurs types de
substrats de fermentation (boues primaires, secondaires et mixtes, eaux usées de 1’industrie
de I'amidon, boues pré-traitées par hydrolyse ou par stérilisation) ont permis de mettre en
évidence que des lois exponentielles et de puissance étaient préférentiellement suivies par les
boues hydrolysées fermentées en comparaison avec les boues brutes fermentées, alors qu’une
augmentation exponentielle de la viscosité a été observée avec la hausse de la concentration
en solides. Les tests ont démontré que les boues secondaires contenant 25 g/L de solides et
les eaux usées d’amidon sont rhéologiquement compatibles pour la fermentation et le

développement de la formulation.

Les milieux alternatifs fermentés ont montré un comportement pseudoplastique (ayant une
viscosité diminuant avec la vitesse de ’écoulement ou le taux de cisaillement) et un
comportement thixotropique (présentant une viscosité diminuant avec la durée de
I'écoulement ou la durée d’application de la contrainte de cisaillement). Parallélement, les
boues secondaires hydrolysées ont montré un profil rhéologique amélioré par rapport aux
boues non hydrolysées, résultant en un bouillon de fermentation avec une forte
entomotoxicité et une formulation stable. Quant aux boues non hydrolysées, suite a I’addition
de Tween 80, clles ont aussi présenté des profils rhéologiques mieux adaptés pour les
fermentations de substrats a des concentrations de 25 a 30 g solides totaux par litre.
Drailleurs, pour les boues hydrolysées, la diminution de la taille des particules présentait une
bonne corrélation avec I’augmentation de 1’entomotoxicité, alors que la distribution de la

taille des particules se situait dans la région inférieure de 0,2 a 12 pm. En fait, la courbe de
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distribution de la taille des particules des formulations faites a partir de la fermentation de

boues hydrolysées était comparable a celle de la formulation commerciale.[0]

Des études complémentaires ont été réalisées sur les récoltes des bouillons fermentés de Bt,
le traitement en aval et la formulation. Des valeurs de pH de 4 et 5 et une température de
20°C sont optimales pour la récolte de tous les bouillons : soya, eaux usées d’amidon, boues
non hydrolysées et boues hydrolysées a pH alcalin et température élevée. Apres
centrifugation, une concentration de 10% en solides dans le bouillon produit une biomasse
utilisable pour le développement de la formulation. Le pourcentage d’entomotoxicité décroit
avec la vitesse de centrifugation, alors qu'une récupération maximale est obtenue a
48 000 x g. Une récupération de 70% de I’entomotoxicité est obtenue avec une centrifugeuse
commerciale opérant a 9000 x g. Les calculs de vitesse de sédimentation pour les différents
bouillons fermentés ont permis de calculer le facteur ¥ pour la centrifugeuse commerciale qui
était plus élevé pour le milieu a base de soya. De plus, la puissance requise pour la
récupération d’entomotoxicité était plus ¢levée pour le milieu conventionnel a base de soya

par rapport aux bouillons fermentés basés sur des eaux usées ou des boues d’épuration.

Différents adjuvants, a savoir, des agents de suspension (20% p/v), des phagostimulants
(0,5% p/v), des agents adhésifs (0,2% p/v), des agents antimicrobiens (0,5% p/v) et des
agents protecteurs contre les rayons UV (0,2% p/v) ont été testés afin de développer des
suspensions aqueuses de biopesticides. Ces essais ont permis de définir une formulation
comportant :du sorbitol, du monophosphate de sodium, du métabisulfite de sodium comme
agents de suspension ; de la mélasse et de la farine de soya comme phagostimulants ; de la
mélasse et du lait écrémé en poudre comme adhésifs ; de 'acide sorbique et de I’acide
propionique comme agents antimicrobiens et, finalement, du lignosulfate de sodium, de la
mélasse et du rouge Congo comme écrans protecteurs contre les rayons UV. Les formulations
liquides pour les boues non hydrolysées ou des boues hydrolysées comprenant du sorbitol, du
monophosphate de sodium et du métabisulfite de sodium donnent de meilleures
caractéristiques physiques (viscosité, taille des particules et potentiel de suspension) et
biologiques (entomotoxicité et comptes de spores viables) a des pH de 4 et 5 et a des
températures entre 4 et 20°C. De la méme facon, les formulations stables des eaux usées
d'amidon et du soya comportaient du sorbitol, du monophosphate de sodium, et du

métabisulfite de sodium en tant qu'agents de suspension. Un effet minime a ¢t¢ observé sur
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I"entomoxicité et sur la concentration des spores apres 120 jours a pH 6 et 6,5 et a des
températures de 40 4 50°C, alors que de faibles changements dans la viscosité pouvaient étre
observés. Les acides sorbique et propionique ont montré¢ un effet anti-microbien plus

important et cela est essentiel pour garantir la pureté de la formulation.

L’entomotoxicité de la formulation se manifeste par la présence d’enzymes (protéases et
chitinases) mélangées a des protéines insecticides. Les chitinases de Bt issues de la
fermentation des boues d’épuration ont €té caractérisées : une stabilit¢ optimale a été
observée a un pH de 4 et a une température de 50°C. Les poids moléculaires des chitinases
variaient entre 35 et 45 kDa. Les tests d’exposition aux rayons UV ont permis de mettre en
évidence des demi-vies plus longues pour les boues fermentées par rapport au milieu
conventionnel : boues non-hydrolysées (11,14 jours) > boues hydrolysées (9,51 jours) > eaux
usées de 1’amidon (9,02 jours) > soya (2,8 jours). Ces résultats démontrent la faisabilité de
produire une formulation stable aqueuse a partir d’eaux usées ou de boues d’épuration
fermentées par Bt. Ces résultats serviront de référence pour le développement de
formulations sous d’autres formes, comme de la poudre humide ou des capsules qui

représentent un grand intérét en agriculture.

Enfin, une étude technico-économique détaillée a été effectuée sur le procédé de production
de biopesticides a base de Bt en tenant compte de sept scénarios pour quatre substrats de
fermentation, c’est-a-dire : 1) les boues non hydrolysées, 2) les boues hydrolysées, 3) les
eaux usées d'amidon et 4) le milieu a base de soya. Il s’agissait de la premiere €tude technico-
¢conomique intégrant les résultats des études sur la rhéologie, le traitement en aval et la
formulation du présent projet. Les sept scénarios étaient les suivants : 1) les formulations
liquides (récolte du bouillon par centrifugation a 9000 x g); 2) les formulations liquides
(récolte du bouillon par centrifugation a 9000 x g et ultrafiltration par membrane de taille
5 kDa) ; 3) les formulations séches (récolte du bouillon par centrifugation a 9000 x g) ; 4) les
formulations seches (récolte du bouillon par centrifugation a 9000 x g et ultrafiltration par
membrane de taille 5 kDa); 5) I’'ajout de mélasse (phagostimulant a 0,5% p/v dans les
formulations); 6) I’ajout de Tween-80 (comme modificateur de la rhéologie a 0,2% p/v
pendant la fermentation, seulement pour les boues non hydrolysées) et; 7) procédé de
croissance <<Fed-Batch>> (seulement pour les boues non hydrolysées). Les boues

hydrolysées ont donné le plus faible colt de production, soit 0,228 $CAN par milliard
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d’unités internationales (ou 0,228 $/MUI) pour une capacité en usine de 3 x 10’ MIU
(3 x 10’ MUV/an). Le taux escompté du rendement sur I’investissement était jugé acceptable
(supérieur a 40%) pour les matiéres premiéres alternatives. L’ impact du niveau de production
sur les cofits de production n’est pas tres significatif ($Can/MUI) : a un niveau de production
de 3 x 10’ MUV/an, les coiits de production étaient 30 a 45% des cofits de production pour un
niveau de production de 7,5 x 10° MUVan. Les calculs élaborés dans cette étude pourraient
éventuellement étre appliqués a d’autres procédés de fermentation utilisant des eaux usées et
des boues d’épuration comme substrat, tels la production de biopolymeres ou de

biofertilisants.
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ABSTRACT

The present project deals with the feasibility of development of formulations of Bacillus
thuringiensis ssp. kurstaki HD-1 (Bt) biopesticides (“value added product™) by utilizing
wastewater and wastewater sludge as a growth medium. The biopesticide development from
alternative raw materials forms a part of the sustainable effort to manage wastewater sludge
in an eco-friendly manner. To ascertain the possibility of development of formulations of Bt
fermented sludge, detailed rheology studies (viscosity and particle size) of different types of
media, namely, primary, secondary and mixed sludge and starch industry wastewater were
carried out. Viscosity studies were also carried out on raw, pre-treated (sterilized and thermal
alkaline hydrolyzed or both types of treatment) and Bt fermented sludges at different solids
concentration (10-40 g/L). Exponential and power laws were preferentially followed by
hydrolyzed fermented compared to raw fermented sludge as well as there was an exponential
increase in viscosity with solids concentration. The results showed secondary sludge (25 g/L)
and starch wastewater to be rheologically compatible for fermentation and formulation
development. The alternative fermented media showed pseudoplastic and thixotropic
behaviour. Similarly, hydrolyzed secondary sludge showed an improved rheological profile
resulting in fermentation broth with higher entomotoxicity and stable formulation. Non-
hydrolyzed sludge rheology was also improved by addition of Tween-80 due to improved
physical properties of fermentation medium at 25 and higher (30 g/L) total solids
concentration. Moreover, the decrease in particle size correlated well with the increase in
entomotoxicity and volume distribution of particles was in the lower particle size region of
0.2-12 pm for hydrolyzed sludge. In fact, the particle size distribution pattern of hydrolyzed

sludge formulation overlapped with that of commercial formulation.

Harvesting pH and temperature for all broths (soya, starch industry wastewater, non-
hydrolyzed and thermal alkaline hydrolyzed sludge) were found to be 4-5 and 20°C,
respectively. Concentration of broth to 10 % solids produced usable slurry for formulation
development. Percent entomotoxicity losses decreased with centrifugal force with maximum
Tx recovery at 48 000 g and specific recovery at commercial centrifugal force of 9000 g. The
settling velocity calculations for different fermented broths led to the calculation of X factor
for continuous commercial centrifuge which was higher for soya medium. Furthermore,
power requirements for a given entomotoxicity recovery efficiency were highest for
conventional medium (soya) in comparison to wastewater and wastewater sludge based

fermented broths.
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The screening of different adjuvants, namely, suspending agents (20% w/v), phagostimulants
(0.5% w/v), stickers (0.2% w/v), anti-microbial agents (0.5% w/v) and UV screens
(0.2% w/v) was carried out to develop aqueous biopesticidal suspensions. The screening
yielded a formulation which will comprise sorbitol, sodium monophosphate, sodium
metabisulphite (suspending agents); molasses, soya flour (phagostimulants); molasses and
skimmed milk powder (rainfasteners); sorbic and propionic acids (anti-microbial agents) and
sodium lignosulphate; molasses and Congo red (UV screens). Liquid formulations for non-
hydrolyzed and hydrolyzed sludge containing sorbitol, sodium monophosphate and sodium
metabisulphite yielded improved physical (viscosity, particle size and suspendibility) and
biological (spore count and entomotoxicity) characteristics at pH 4-5 and temperatures
4-20°C. Likewise, stable formulations of starch industry wastewater and soya comprised
sorbitol and sodium monophosphate as suspending agents. A small effect on entomotoxicity
and spore concentration was observed after 120 days at pH 6, 6.5 and temperatures 40 and
50°C and likewise a small viscosity change was also reported. Sorbic and propionic acid
provided better anti-microbial properties — mandatory adjuvant of formulation to retain its

purity.

The entomotoxicity of formulations was a manifestation of presence of enzymes (proteases
and chitinases) along with insecticidal proteins. Chitinases originating from Bt based sludge
fermentation were characterized and were found to be optimally stable at pH 4.0 and
temperature 50°C. The chitinases were found to lie in the 35-45 kDa weight range. UV
studies reflected better half-life of formulations vis-a-vis fermented sludges. Half-life of
formulations (in days) was found to be in the order: non-hydrolyzed sludge > Thermal
alkaline hydrolyzed sludge > starch industry wastewater > soya as 11.14>9.51>9.02>2.8. The
formulations were prone to washout during rainfastness studies and this warranted addition of
stickers. These results show the probability of forming stable Bt based sludge formulations in
the aqueous suspension form. This will lay foundation to develop formulations in other forms

like powder and encapsulations to be used in agricultural sector.

Further, detailed techno-economic study was carried out on the Bt biopesticides production
process taking into account seven scenarios for all the four raw materials, namely, non-
hydrolyzed wastewater sludge, hydrolyzed wastewater sludge, starch industry wastewater
and soya. The seven scenarios included: a) liquid formulations (harvesting by centrifugation);
b) liquid formulations (harvesting by centrifugation and ultrafiltration); ¢) dry formulations
(harvesting by centrifugation); d) dry formulations (harvesting by centrifugation and
ultrafiltration); e) Molasses (phagostimulant in formulations); f) Tween-80 (rheology
modifier during formulation, only NH sludge) and; g) Fed-batch process (only NH sludge).
The hydrolyzed sludge gave the lowest product cost of $Can 0.228/BIU for a Bt plant
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production capacity of 3 x 10" BIU/year. The discounted cash flow return rate (measure of
profitability) was in the acceptable range (>> 40 %) for alternative raw materials. The
production scale had a large impact on the total per-unit operating cost ($Can/BIU), which at
3 x 107 BIU/year was 30-45% of that at 7.5 x 10° BIU/year. Moreover, the capital and
product cost calculations developed in this study can be further extended to the techno-
economics of other fermentation technologies to develop value-added products from

wastewater/wastewater sludge.
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Chapitre 1. Synthése

1. Introduction

Les biopesticides a base de Bacillus thuringiensis (Bt) ont retenu l'attention des chercheurs pendant
plusieurs décennies, mais cette technologie écologique n’est pas encore parvenue a remplacer
complétement 'usage de pesticides chimiques malgré ses avantages qui ont été démontrés par
plusieurs études. L’ impact envers I’organisme nuisible ciblé, la taille du marché, la performance sur
le terrain, le rapport coit-efficacité, la satisfaction des utilisateurs et de nombreux défis
technologiques relevés (production par fermentation ou autres procédés, traitement en aval,
formulation, pulvérisation sur le terrain), sont des facteurs qui affectent la commercialisation des

biopesticides.

Méme s’ils occupent la majeure partie de ce marché, les insecticides bactériens a base de Bt ne
représentent que 1 % du marché mondial des pesticides (Jarvis, 2001). En dépit des progrés dans le
développement des procédés, leur utilisation demeure limitée par leur coiit de production. Dans les
procédés conventionnels de production de Bt, le coiit des mati€res premiéres varie de 35 a 59 % du
cotit de production selon la capacité de I’usine (Lisansky et al., 1993; Stanbury et al., 1993). Diverses
¢tudes ont évalué I’addition de certaines matiéres résiduelles et d’autres matieres alternatives pour la
production de biopesticides, mais le coit de I’ajout de ces suppléments nutritifs au substrat de
fermentation affecte leur compétitivité sur les marchés (Sachdeva et al., 1999). Plusieurs chercheurs
ont développé des solutions alternatives plus rentables pour la fermentation de Bt, notamment par
I'utilisation de sous-produits agro-alimentaires comme les pelures de citron, les résidus de germe de
blé, la farine de mais, les graines de dattes, le sang de boeuf, ’exuvie de ver a soie, les résidus de
noix de coco, la mélasse de canne a sucre et les résidus de transformation de ’arachide, dans lesquels
sont souvent ajoutés des micronutriments tels : Mn, Mg et Ca (Salama er al., 1983; Mummigatti et
Raghunathan, 1990; Liu et al., 1994; Aveluizapa et al., 1999; Vora et Shethna, 1999; Saskinchai
et al., 2001; Ozkan et al., 2003).

Ces recherches ont mis en évidence plusieurs carences nutritives, reliées aux sources d'azote
organique et inorganique, aux besoins en acides aminés et a la répression métabolique par le carbone,
qui influencent la production des dérivés microbiens insecticides de Bt (toxines insecticides, spores
et autres facteurs de virulence). Ainsi, l'addition de plusieurs sources nutritives synthétiques est
nécessaire pour combler les insuffisances alimentaires dans les milieux de culture non
conventionnels (résidus agro-alimentaires). Ces additions augmentent considérablement les cotits de

production.
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En contrepartie, ['utilisation des caux usées ou des boues d’épuration comme substrat de
fermentation pourrait apporter une solution aux problémes reliés a I’ajout de nutriments. Les eaux
usées et les boues d’épuration sont, en effet, une source riche en nutriments et peuvent étre utilisées
avec succes pour cultiver Bt et obtenir des biopesticides a haute valeur ajoutée. Au Québec,
approximativement 200 000 tonnes de boues sont produites chaque année et 33 % sont utilisées pour
I’épandage agricole et la production de compost (Charbonneau et al., 2000). Les boues restantes sont
enfouies ou incinérées, ce qui constitue une ressource intéressante comme matiére premiére de haute

qualité, disponible en tout temps a un coiit presque nul, sinon négatif.

Au cours de la derni¢re décennie, plusieurs études approfondies ont été effectuées a ’'INRS-ETE en
vue de mettre au point un tel procédé (procédé de Bt-INRS) a base de boues d’épuration. Les
résultats ont révélé qu’il était possible de produire des biopesticides a base de Bt ayant une
entomotoxicité équivalente et supéricure aux biopesticides conventionnels sur le marché et ce, a des
cofits inférieurs (Tirado-Montiel et al., 1999; Sachdeva et al., 2000; Lachhab et al., 2001; Tyagi et
al., 2001; Vidyarthi et al., 2002; Tirado-Montiel ef al., 2001, 2003; Yezza et al., 2004; 2005 a,b,c,d;
Barnabe, 2004, Barnabé¢ et al., 2005). Le coiit de production évalué dans ces études était de 0.35 $/L

avec les boues, comparé a 0.70 $/L avec un milieu de culture conventionnel a base de soya.

Cette estimation n’incluait toutefois pas les étapes de formulation du produit. A I’étape de la
formulation, en effet, les additifs auront un effet important sur le coiit, ce qui influencera le choix du
milieu de culture alternatif. De plus, d’autres enjeux, en ce qui concerne la formulation, entrent en
ligne de compte lors du choix du milieu de culture alternatif car la viscosité et la taille des particulés

doivent étre considérées.

Du point de vue de la rhéologie, les boues d’épuration sont généralement des fluides non
Newtoniens, c’est a dire thixotropiques (diminution de viscosité avec le temps) ou pseudoplastiques
(diminution de viscosité avec le taux de cisaillement). Les paramétres rhéologiques (viscosité et taille
des particules) affectent fortement la plupart des opérations de traitement, de disposition et de
réutilisation des boues tel que : le stockage, le pompage, le transport, la manipulation, I’épandage
dans les champs agricoles, la déshydratation, le séchage et I’enfouissement (Lotito e al., 1997,
Honey et Pretorius, 2000). Dans cette optique, les propriétés rhéologiques influenceront la
préparation des substrats, en particulier I’homogénéisation ainsi que les étapes de I’hydrolyse et de la
stérilisation. Evidemment, ces propriétés affecteront aussi le mélange du milieu de fermentation et le

transfert de masse entre les phases solides, liquides et gazeuses (Richard et Margaritis, 2003;
4
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Vasconcelosa et al., 2003). Par conséquent, ceci influencera le procédé de fermentation et donc

I'entomotoxicité du bouillon fermenté.

Les boues d’épuration subissent des changements importants pendant leur fermentation par Bt
(Tirado-Montiel et al., 2001). Ces changements régissent également le comportement rhéologique de
la formulation finale du biopesticide. De plus, I’intégration des connaissances sur la rhéologie de la
boue au développement des procédés de production et de traitement en aval
(centrifugation/homogénéisation), joue un role crucial dans la performance globale du biopesticide.
A ce propos, le choix du meilleur équipement & utiliser pour leur épandage sur le terrain et de la
stratégie de pulvérisation a employer est fortement influence par la consistance physique du produit.
C’est pourquoi l'évaluation des propriétés rhéologiques est essentielle. En somme, les études
rhéologiques donnent des informations capitales permettant : (a) d’évaluer la qualit¢ des matiéres
premicres ou des produits finaux; (b) d’élaborer les procédés; (c) d’optimiser les formulations en se
basant sur les relations entre la microstructure des formulations et les propriétés physiques; et (d) de

formuler les produits commerciaux de Bt.

Un des défis, dans la mise au point du procédé de production de Bt a partir de boues, réside dans le
développement de formulations physiquement et biologiquement stables. Cette difficulté est accrue
par le fait que les boues fermentées par Bt ont un comportement non Newtonien, et que ce
comportement n'a pas été étudié antérieurement. Ainsi, 1l serait important de connaitre les propriétés
rhéologiques des boues lors des différentes étapes de la production (fermentation, récolte des

bouillons fermentés, formulation) et de I’application du biopesticide sur le terrain.

Le présent chapitre présente la synthése de la recherche de mani¢re a couvrir certains aspects
concernant les biopesticides a base de Bt dont la production; I'utilisation des boues d’¢puration et le
procédé Bt-INRS; la rhéologic de la fermentation; la récolte des produits désirés; et la formulation.
Les objectifs de recherche, ainsi que 'originalité et les hypotheses de recherche, sont présentés a la

fin de ce chapitre.

Ce premier chapitre constitue une synthése suivie par une série d’articles scientifiques présentés dans
les chapitres subséquents :
0 le deuxiéme chapitre présente une revue de littérature compléte sur la valorisation des boues

d’épuration (Brar et al., 2006a);
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2.1

le troisicme concerne I’impact des propriétés rhéologiques sur la fermentation en vue de
produire le Bt. Il concerne plus particulierement 1’effet de la taille et de la viscosit¢ des
particules lors des différentes étapes de la production, plus précisément les produits bruts non
traités ou hydrolysés, la stérilisation et la fermentation, ainst que le réle de la taille des
particules sur le potentiel entomotoxique (Brar et al., 2004a, 2005a, 2006b,c);

le quatriéme chapitre 4 traite de I'influence de I’amélioration physique par addition de
surfactants sur les propriétés rhéologiques, 1’entomotoxicité et la production enzymatique du
Bt obtenu (Brar et al., 2005b, 2006d);

le cinquicme chapitre porte sur la récolte de Bt par centrifugation et ce, vis-a-vis la rhéologie,
les procédés de mise a ’échelle et les possibilités de récupérer les chitinases produites par Bt
et qui sont des facteurs importants de virulence de ce bacille (Brar et al., 2006e,f);

le sixieme chapitre concerne le développement de suspensions aqueuses de Bt efficaces et
stables et, plus particulierement, une estimation de la validité des principaux adjuvants
pouvant €tre ajoutés aux préparations de cet insecticide bactérien et leur mise au point en
termes des propriétés physiques et biologiques, ainsi qu’une revue exhaustive de la
chronologie du développement, des formulations de Bt et les recherches relatives aux
protéases produites par Bt et qui peuvent avoir deux roles opposés de synergisme et
d’antagonisme sur le potentiel de ce bacille (Brar et al., 2004b, 2005 c,d, 2006g,h,1);

le septitme chapitre traite des études technico-économiques du procédé Bt-INRS pour

explorer la faisabilité du procédé (un extrait de rapport, Brar et al., 2006j).

Description des procédés de fermentation, de formulation et du micro-organisme

Complexité du substrat — boues d’épuration — généralités

Les boues des usines de traitement des eaux usées sont des composés complexes dont les

caractéristiques varient en fonction de leur origine, de la durée de leur vieillissement et des types de

traitement qu’ils ont subis (Metcalf et Eddy, 2003). Méme si elles sont hétérogenes et variables, les

boues contiennent des produits énergétiques, des matiéres organiques, des sources de carbone et

d’azote. Ces composés peuvent étre recyclés en produits pouvant avoir une valeur intéressante sur les

marchés.

Toutefois, le principal obstacle pour I'utilisation des biosolides est la présence de contaminants tels

que : des métaux lourds, des résidus de pesticides, des composés organiques toxiques émergents

(produits pharmaceutiques ou de soin personnel, additifs pour les plastiques...) et les pathogénes.
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Certains de ces facteurs limitatifs peuvent étre contrés en ajoutant une étape de prétraitement pour

transformer les boues et les rendre plus aptes a leur bioconversion.

2.2. Production

L'efficacit¢ de la production du Bt en termes de spores et de cristaux protéiques dépend
principalement de la composition du milieu de culture et des conditions de fermentation (Dulmage,
1970; Dulmage et al., 1971). Tel que mentionné précédemment, le coflit des matiéres premiéres est

I'un des facteurs limitatifs dans la production globale de Bt'.
2.2.1. Sommaire du procédé Bt-INRS

Depuis 1992, les connaissances a la base du procédé « Bt-INRS », permettant d’optimiser le procédé
de production et d’augmenter 1’entomotoxicité¢ des biopesticides a base de boues fermentées, ont
grandement progress€. Plusieurs €tudes ont démontreé qu’il était possible de produire, a partir des
boues d’épuration, un insecticide a base de Bt ayant un bon rendement en entomotoxicité pour le Bt
cultivé dans le milieu conventionnel de soya (Sachdeva et al., 2000; Tirado-Montiel et al., 1998,
2001; Tyagi et al., 2001). Les divers parametres tels que : la concentration en solides des boues (25
g/L), le rapport de C/N (7.9-9.9), la concentration en oxygene et la stratégic de fermentation en
« Fed-batch » ont été optimisés pour I’obtention de fortes entomotoxicités (Vidyarthi et al., 2002;
2003 a,b,c; Yezza et al., 2004c). Un volume de 2 % v/v s'est avéré le niveau optimal d'inoculum pour
obtenir une entomotoxicité élevée (Lachhab ef al., 2001). D’ autres études ont porté sur le controle de
la mousse durant la fermentation, I’ajout d’un agent tensio-actif pour accroitre I’entomotoxicité et la
performance a 1I’échelle pilote (Vidyarthi et al., 2000, 2001; Yezza et al., 2004, 2005a,b,c,d). Ces

études sont résumées au tableau 1.

En somme, ces ¢tudes n'ont pas tenu compte du changement de la rhéologie pendant la fermentation
et les procédés en aval, alors que les caractéristiques rhéologiques du milieu de fermentation
pourraient avoir un impact déterminant sur les formulations des produits. Ainsi, les caractéristiques
physiques et rhéologiques des boues et leurs effets sur la fermentation des boues, et les procédés en
aval, doivent étre appréhendés pour micux comprendre le procédé de production de biopesticides et

maximiser la valeur ajoutée aux boues (mentionné dans les chapitres suivants).

: Pour des études plus approfondies sur la production de Bt en utilisant les milieux synthétiques, les matiéres

premicres, semi-synthétiques et alternatives, voir Hameed, 1990; Lisansky, 1993; Liu et al., 1994; Zouari et al.,
1998, 2002; Adams et al., 1999; Aveluizapa et al., 1999; Vora et Shethna, 1999; Saskinchai ez al., 2001; Ozkan
et al., 2003; Devi et al., 2005; Prabakaran et Balaraman, 2006.
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Tableau 1. Synthése des études antérieures portant sur le procédé Bt-INRS

Objectifs Approche scientifique / Paramétres testés  Faits saillants Conclusions Commentaires/
Références
Faisabilité de croissance de  a) Etudes en fioles pour tester la a) Croissance de Bt avec spores Boues d’épuration = Comparaison
Bt dans les boues croissance de Bt dans différentes viables = 1 x 10'CFU/mL dans les  bons milieux de avec le
d’épuration boues d’épuration (primaires, boues secondaires. culture alternatifs bioinsecticide
secondaires, boues de papetiéres et b) L’hydrolyse acide augmente pour la croissance Foray 48B
surnageants des boues). I’entomotoxicité de 1300 a 3500 de production des
b) Hydrolyse acide pour améliorer SBU/uL'. biopesticides Bt. Tirado-Montiel
I'assimilation des nutriments ¢) Conditions optimales : pH = 7,0 1997, Tirado-
contenus dans les boues d’épuration. £0,1; Temp. : 30,0+1 °C; Montiel et al.,
c) Optimisation des parametres de agitation : 250 rpm 1998, 2001,
fermentation en fioles. d) Nutriments importants - source de 2003
d) Effet de suppléments nutritifs. carbone et d'azote.
¢) Etudes des genes impliqués dans e) L’étude de PCR a démontré des
I’entomotoxicité pendant la génes codant pour des protéines
sporulation. Cry contribuant 4 I’entomotoxicité.
Croissance de Bt dans les a) Optimisation du volume de a) Un volume d'inoculum de 1 % et Les boues donnent Comparaison
boues d’épuration l'inoculum et de la concentration en une concentration en solides de 25 une entomotoxicit¢  avec
solides. a 35 g/L sont les valeurs optimales  plus élevée par bioinsecticide
b) Evaluation du codt de procédé pour pour la production et rapport au soya et Foray 48B
la production de Bt & partir de boues. I’entomotoxicite. sont un milieu Sachdeva et al.,
b) Epargne de 0,458/ quand le Bta  économique pourla 1999, 2000
été fermenté dans les boues. fermentation de Bt.
Production de Bt dans les a) Différents ages d'inoculum, a) Acclimatation de l'inoculum dans  Inoculum acclimat¢  Comparaison
boues —effet de l'inoculum b) Différents volumes d'inoculum — les boues donnent le plus fortes et 25 g/l de solides  avec le
et des solides totaux 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, S %. entomotoxicités. totaux optimaux bioinsecticide
c) Différentes concentrations en solides  b) 2 % inoculum : spores viables pour la croissance Foray 48B
totaux — 10, 20, 30, 40 et 50 g/L. =2,1x10° CFU/mL; Entomotoxicité de Bt. Lacchab et al.,
=12900 SBU/uL", 2000, Lacchab,
c) 25 g/L —solides totaux optimaux 2001
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Tableau 1. Synthése des études antérieures portant sur le procédé Bt-INRS

Objectifs Approche scientifique / Paramétres testés  Faits saillants Conclusions Commentaires/
Références
avec spores viables = 5x10°
CFU/mL; entomotoxicité = 12970
SBU/uL'.
Isolement des nouvelles a) Croissance de 20 différentes souches  a) Les études de reproductibilité ont  La présence des Comparaison
souches de Bt & partir de de Bt isolées a partir de boues dans montré une excellente croissance  nouvelles souches avec le
boues d’épuration et des flacons et bioréacteur - criblage des nouvelles souches de Bt dans ~ de Bt dans les boues  bioinsecticide
criblage moléculaire moléculaire. les boues; spores viables= 1,6x10” et leur croissance Foray 48B
b) Etude de la variation saisonniére des a7x 10° CFU/mL; confirment la
boues I’entomotoxicité¢ = 11000 a 15000  polyvalence et la Mohammedi,
c) Test sur la présence de B-exotoxine SBU/uL'. durabilité du 2004;
dans les boues fermentées par Bt. b) La variation saisonniére affecte procédé; les boues Mohammedi
I’entomotoxicité de 9 a 13 %. fermentées de Bt et al., 2006
c) Absence de p-exotoxine dans les sont sécuritaires.
boues fermentées par Bt.
Production simultanée de a) Faisabilité de la production a) La production de protéases a Les boues Comparaison
protéases et de biopesticides simultanée de protéases de augmenté de 1 IU/mL dans les secondaires avec le
pendant la fermentation de biopesticides en fioles et en fioles et 2 4 IU/mL dans le répondent bien ala  bioinsecticide
Bt dans les boues fermenteur (15 L). fermenteur de 15 L avec une production Foray 48B
d’épuration b) Caractérisation de protéases (pH, entomotoxicité = 8500 SBU/ },LLJr et simultanée de
température et résistance aux une entomotoxicité = 9200 protéases et de Tyagi et al.,
inhibiteurs). SBU/uL', respectivement. biopesticides : 2001
b) Température optimale = 60-70 °C  protéases neutres et
pH optimal = 7 et 10-11 alcalines et
Sensible a EDTA, mais pas a thermiquement
PMSF (phenylmethane sulfone stables.
fluoride)
Tolere des sels comme CaCl,.
Substitution des solutions a) Remplacement de H,SO, et NaOH a) Augmentation des spores viables = Ces deux stratégies  Comparaison
d'acide-base et des chocs de par CH;COOH et NH,OH. 6,6 x 10° CFU/mL et une ont augment¢é la avec le
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Tableau 1. Synthése des études antérieures portant sur le procédé Bt-INRS

Objectifs Approche scientifique / Paramétres testés  Faits saillants Conclusions Commentaires/
Références
pH pour augmenter la b) Chocs de pH pour stimuler la entomotoxicité = 12200 SBU/uL’ = production de Bt bioinsecticide
sporulation de Bt dans les sporulation. b) Chocs de pH stimulant les spores var. kurstaki dans Foray 48B
boues viables = 4,4 x 10® CFU/mL et une les boues. Barnabe et al.,
entomotoxicité = 14400 SBU/uL', 2000, 2001
Optimisation de divers a) Essais d’agents d'anti-mousse pour a) Les huiles naturelles comme l'huile  Agents d'anti- Comparaison
parametres de fermentation contréler la mousse pendant la d’arachide et I'huile d'olive étaient ~ mousse essentiels avec le
en fermenteur pour la fermentation de Bt dans les boues. efficaces comme suppresseurs de pour supprimer la bioinsecticide
production de Bt dans les b) Essais de différents agents tensio- mousse. mousse pendant le Foray 48B
boues et criblage d’agents actifs - ATLOX 847, ATLOX 848, b) ATPLUS 522, Tween 80 et Tween croissance de Bt;
tensio-actifs et anti-mousse ATMOS 300, ATPLUS 401, 85 ont augmenté Tx de 24 % augmentation de
en fioles ATPLUS 522, SPAN 20, SPAN 85, compar€ au controle. Pentomotoxicité¢ par  Vidyarthi ef a/.,
Tween 85 pour augmenter c) MES optimale =25 g/L et rapport des agents tensio- 2000, 2001,

Effet de différentes
stratégies de prétraitement
de fermentation sur la
croissance, la sporulation et
le Tx de Bt en fioles

I’entomotoxicite.
¢) Optimisation des solides en
suspension et du ratio C:N.
d) Optimisation de 1'dge et de la
concentration en solides de
I’inoculum.

a) Hydrolyse des boues.

b) Addition des différents nutriments
(glucose, sulfate d'ammonium et
d'extrait de levure).

¢) Mélange des boues (déshydratées et
résidus brassicoles de levures),

d) Addition d'agents tensio-actifs
(Tween-80).

C:N=179-9,9.

d) L'age de I'inoculum a 12 h a donné
un plus haut compte de spores
viables = 4,2 x 10° CFU/mL,;
entomotoxicité = 10800 SBU/uL';
25 g/L MES a donné un plus haut
OTR =250 mmol/L/h et un taux de
transfert de dioxyde de carbone =
120 mmol/L/h et RQ=0,6 a9 hde
fermentation.

a) L’entomotoxicité était plus élevée
dans les boues hydrolysées thermo-
alcaline & 16000 SBU/uL".

b) Addition de glucose (2 g/L), une
entomotoxicité élevée dans les boues
non-hydrolysées de 11000 a 12500
SBU/uL'.

c) Le mélange des boues n'a pas donné

actifs; le ratio de
C:N est un
paramétre important
pour le métabolisme
de Bt; la production
de Bt dépend de
'age de I'inoculum,

Les stratégies de
prétraitement et
d'addition d'agents
tensio-actifs sont
d'excellentes
méthodes pour
augmenter le Tx des
boues fermentées de

2002, 2003a,b,c

Comparaison
avec le
bioinsecticide
Foray 76B

Leblanc, 2003
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Tableau 1. Synthése des études antérieures portant sur le procédé Bt-INRS

Objectifs Approche scientifique / Paramétres testés  Faits saillants Conclusions Commentaires/
Références

de bons résultats, cependant, addition Bt, alors que

de levures résiduels aux boues non-  l'addition de

hydrolysées a augmenté Tx de 2000  nutriments

SBU//uL'. augmente

d) L'addition de 0,4 % et 0,1 % de I’entomotoxicite.

Tween-80 a augmenté Tx de 25 % et

de 65 % en boues hydrolysées et

non- hydrolysées, respectivement.
Etudes approfondies sur la La croissance de différentes souches INRS 4, INRS 14 et INRS 21 a Les souches de Bt Comparaison
production simultanée de Bt de Bt dans les boues secondaires. donné une excellente entomotoxicité  isolées des boues avec le
et des protéases en utilisant = 15000 & 16000 SBU/uL" et ont un bon potentiel  bioinsecticide
des nouvelles souches de Bt protéase = 3 to 4,5 IU/mL. pour la production Foray 76B
isolées dans les boues de biopesticides et Lamontagne,

de protéases 2004

Augmentation de a) Prétraitements chimiques (acide, a) Le traitement thermo-alcalin et Le prétraitement des Comparaison
I’entomotoxicité par alcalin, oxydant), thermiques (au pH I’oxydation thermo-alcaline ont boues facilite avec le
I’hydrolyse et I’oxydation neutre et alcalin) et combinaison de donné d’excellentes entomotoxicités  l'utilisation de boues bioinsecticide
partielle des boues traitement thermique et d'oxydant. de 19000 et 17896 SBU/uL a fortes Foray 76B

Stratégies de mise a
I’échelle (fermenteurs de 15
et 150 L) pour la production

b) Evaluation de I’entomotoxicité des

a)

spores, des cristaux protéiques et des
facteurs de virulence.

Mise en échelle de la fermentation de
Bt dans les eaux usées et les boues a
I’échelle pilote (150 L).

respectivement alors que les boues
contenaient 35 g/l MES.

b) Les rapports Tx/spores et

Tx/protéines solubles étaient plus
¢éleves dans les boues préalablement
traitées que dans le milieu de soya.

a) Fermentation a I’échelle pilote

augmente 1’entomotoxicité par 25 %
alors que les spores viables ont peu

concentrations en
solides; permettent
de produire des
spores et des
cristaux plus
toxiques, et une
grande quantité de
facteurs de
virulence.

La mise a ’échelle
de Bt augmente les
cellules totales,

Barnabe, 2005;
Barnabe et al.,
2005

Comparaison
avec le
bioinsecticide
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Tableau 1. Synthése des études antérieures portant sur le procédé Bt-INRS

Objectifs Approche scientifique / Paramétres testés  Faits saillants Conclusions Commentaires/
Références
de biopesticides de Bt dans  b) Fermentation en « Batch » et « Fed- changé (5,24 5,5 x 10° CFU/mL); la  I’entomotoxicité et Foray 76B
les eaux usées et les boues batch ». fermentation des boues industrielles  la production de
d’épuration c) Influence des agents de contrdle de a donn€ une entomotoxicité élevée =  protéases et les
pH sur différents substrats de 18000 SBU/uL et une teneur en améliore avec Yezza et al.,
fermentation. protéases de 4 IU/mL dans 150 L différents agents de 2004, 2005
d) Stratégies de prétraitement pour fermenteur. contrdle de pH a,b,c, 2006 a,b

augmenter Tx.
e) Corrélation entre |’entomotoxicité et
activité protéolytique,

b) La stratégie de « Fed-batch » en
fermenteur de 15 L a augment¢ les
spores viables de 5,6 x 10° 2 8,6 x
108 CFU/mL et une entomotoxicité
de 13000 a 18000 SBU/uL.

c) La stratégie de contréle de pH
(150 L fermenteur) de CH;COOH/
NH4OH a augmenté les spores
viables de 28 % et I’entomotoxicité
de 22 % dans les boues.

d) Le traitement thermo-alcalin des
boues a augment¢ les spores viables
par 46 % et I’entomotoxicité était
17000 SBU/uL.

e) L’activité de protéase corrélée
exponentiellement avec les cellules
totales et linéairement avec
I’entomotoxicité; 'activité des
protéases a atteint la valeur
maximum a 36 h,

<<fed-batch>> et
des stratégies de
prétraitement. 11
existe une relation
linéaire entre
I’entomotoxicité et
I’activité
protéolytique.

" Les valeurs d'entomotoxicité étaient & l'origine rapportées comme IU/uL, mais elles sont maintenant présentées en SB U/uL.
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2.3.  Techniques de formulation

2.3.1. Récolte — Centrifugation et autres

Les bouillons fermentés comprennent des cristaux protéiques, des spores, des débris cellulaires et des
particules solides résiduelles avec d'autres facteurs de virulence (tel que mentionné précédemment)
qui doivent étre récoltés de fagon économique pour I'étape subséquente de la formulation (Bernhard
et Utz, 1993; Rowe et Margaritis, 2004). La plupart des produits commerciaux de Bt contiennent des
cristaux protéiques insecticides (CPI) et des spores viables. Pendant la production a grande échelle de
Bt, il pourrait y avoir une perte importante d’ingrédients bio-actifs. Celle-ci est souvent due a la
méthode de récolte utilisée. Au début, le procédé de lactose-acétone a été utilis€ comme technique de
laboratoire pour récolter des spores de Bt (Dulmage et al., 1970; Dulmage et Rhodes, 1971).
Cependant, 'utilisation des méthodes avancées telles que : l'ultracentrifugation, la microfiltration et
la filtration sous vide pour séparer les particules insolubles (ingrédients actifs) du liquide (fraction
inerte) du bouillon fermenté, a donné des résultats probants lors de la récolte des composantes actives
(des lipases et des protéines) (Gulati et al., 2000; Boychyn ef al., 2000). Le séchage par pulvérisation
a ¢ét¢ communément utilisé pour produire des formulations a partir de grands volumes de bouillons
fermentés. Le séchage peut étre précédé d’une étape d’épaississement par centrifugation ou filtration
du bouillon fermenté en présence d’additifs comme le celite (facilite 1’épaississement) (Bonnefoi,
1963; Cords et Fisher, 1966; Tamez-Guerra et al., 1996). Une récolte efficace du complexe actif
spore-cristal de Bt a ét¢ documentée en utilisant soit une centrifugeuse a disques empilés ou un
appareil de filtration a vide avec une efficacité de récolte de spores de plus de 99 % (Zamola et al.,

1981; Rojas et al., 1996).2

La récolte des ingrédients actifs peut augmenter ou diminuer l'activité insecticide. Les techniques
courantes basées sur la centrifugation — conventionnelle, différenticlle gradient de densité — et le
séchage par pulvérisation peuvent entrainer des pertes lors de la récolte des 6-endotoxines. Ces
méthodes pourraient étre adaptées avec succes aux biopesticides a base de boues. Par exemple, il

n’est peut-étre pas nécessaire d’ajouter des additifs pour favoriser I’épaississement. En effet, les

2 Il y a d'autres procédés avancés de filtration comme I’ ultrafiliration de type micellaire-amélioré (UFMA); la

purification des produits in-situ (ISPR) et la microfiltration a flux croisée (CFM) qui sont utilisés pour récupérer des
protéines en général (Agrawal et Burns, 1996; Tzeng et al, 1999; Persson et al., 2004; Lee et al., 2004). Ces
méthodes peuvent étre explorées lors du procédé de récolte pour les biopesticides a base de boues fermentées par Bt,
bien que 'on soupgonne que des problémes de colmatage et d’épaississement de la membrane puissent survenir
comme pour les milieux synthétiques.
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boues fermentées contiennent des flocs qui peuvent se comporter comme des adsorbants pour les
spores et les cristaux protéiques pendant la centrifugation et peuvent également agir comme

protecteurs pendant les conditions défavorables de séchage suite a la pulvérisation.

2.3.2. Formulations des biopesticides

Le développement de la formulation est un procédé important dont le succes dépend des facteurs
suivants : 1) la stabilisation des ingrédients actifs pendant la distribution et le stockage; 2) la
facilitation de la manipulation et de I’application du produit; 3) la protection contre des facteurs
environnementaux défavorables; et 4) I’amélioration de l'activité des ingrédients actifs sur le terrain.
Principalement, une formulation comporte des ingrédients actifs (i.a.) (mycetes, bacténies, virus,
nématodes...) et des adjuvants/additifs (agents de suspension et de protection contre les UV, agents

anti-microbiens, phagostimulants, adhésifs) pour atteindre ces objectifs.

Le critére de sélection des adjuvants/additifs est régi par le type de formulation désiré et s’applique a
toutes les formulations des bouillons fermentés par Bt Les formulations de Bt peuvent étre
globalement classées en deux groupes: les formulations solides (poussieres, granules, poudres,
briquettes) et les formulations liquides (suspensions ou émulsions) (Rhodes, 1993). Les formulations
solides, incluant les poussiéres et les poudres humides, comportent principalement des adhérents et
des déshydratants et sont trés utilisées pour le controle de la pyrale du mais (Sundara-Babu et al.,
1970; Lynch et al., 1980; McGaughey, 1985; Hewitt, 1998). Les granules sont faits a partir de la
farine de blé¢, de la fécule de mais, de la gélatine et de plusicurs autres matériaux (Tamez-Guerra et
al., 1996; Navon et al., 1997; Maldonado et al., 2002). Les briquettes sont un type de formulation
flottante faites avec des matériaux comme la farine de blé et sont couramment utilisées pour les
formulations de Bti (Mittal, 2003). Les suspensions liquides comportent les concentrés liquides qui
ne sédimentent pas a cause de l’agglomération réversible par les agents de dispersion. Elles
comportent aussi des agents tensio-actifs qui agissent comme des agents mouillants favorisant la
pulvérisation. Les agents tensio-actifs de nature non ioniques (dérivés de polyoxyéthylene et de

polyoxypropyléne) sont généralement utilisés en combinaison avec des agents de protection contre

3 e e .- . . .. . ~ ,
Les caractéristiques et la composition des formulations de biopesticides doivent étre adaptées aux facteurs

suivants : le type d'habitat (feuillage, sol, eau, superficie...), Pespéce d'insecte ciblé (habitude et lieu d'alimentation,
cycle de vie...); le mode d’action (oral/contact); les interactions hote-pathogeéne-environnement (changements de
comportement, résistance, stabilité...); le mode d'application (aérien, terre); et le taux d'application (L/ha et kg/ha).
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les rayons UV hydrosolubles (Burges, 1998). 1l y a également des émulsions huile/eau et eau/huile

dont 'usage domestique ou agricole est restreint (US EPA, 1989; Langley, 1998).

D'ailleurs, les progres dans les formulations de bio-insecticides garantissent une trés bonne protection
envers des conditions environnementales défavorables (rayons UV, pluie...). La stabilité résiduelle
améliorée permet une diffusion lente de la formulation dans le milieu. Les biopesticides comprennent
des formulations encapsulées a base d'amidon et de lignine (Owaga et al., 1998; Lechelte-Kunze
et al., 2000; Toreki et al., 2004). 11 existe également un type de formulation permettant d’augmenter
I'entomotoxicité par stimulation ou par synergie avec des phagostimulants (Broderick et al., 2000,

Martin, 2005).

Néanmoins, les formulations de Bt ont une faible persistance sur le terrain a cause des facteurs
environnementaux défavorables (rayons UV, pH du feuillage, température, rosée, pluies) qui doivent
étre pris en compte pour développer de nouvelles formulations. La lumiére naturelle du soleil, en
particulier, le rayonnement des spectres UV (UV-B, 280-310 nm et UV-A, 320-400 nm), est
principalement responsable de I'inactivation des ingrédients actifs. Plusieurs ¢tudes ont été effectuées
avec I'incorporation de divers agents protecteurs contre les rayons UV tels : le rouge Congo, I’acide
folique, la mélasse, la lignine, I’alginate, la cellulose, I'acide p-amino benzoique, et les résultats

étaient plus ou moins intéressants (Salama et al., 1993; Hobbs et al., 1999; Wirtz, 1999).

Les précipitations représentent un autre facteur naturel important qui affecte l'efficacité des
biopesticides en les enlevant du feuillage par lessivage avant leur interaction avec I’insecte cible. Les
microencapsulations a base d’amidon et utilisation d’adhésifs naturels et synthétiques aident a
atténuer le lessivage (Ferro et al., 1997; Paukner et al., 2003; Hatfaludi et al., 2004). Des composés
organiques volatils, comme les aldéhydes, les cétones, les acides carboxyliques et leurs dérivés
présents sur le feuillage, auraient un effet antibiotique sur les spores de Bt et causent parfois leur
inactivation ou retardent leur activité (Ferry et al., 2004). Par ailleurs, la maniere la plus efficace de
contrer I’effet de pH sur les feuillages est de bien planifier la séance de pulvérisation et d’ajouter des
tampons dans la formulation ou dans la cuve a mélanger. Les effets du pH sont souvent observés
lorsque les mélanges a pulvériser sont entreposés dans des contenants en aluminium ou en fer qui
sont sensibles a la corrosion et qui nécessitent l'utilisation de tampons. Des problémes de corrosion

peuvent affecter I’efficacité des biopesticides sur le terrain (Burges, 1998). 11 est aussi démontré que
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le pH affecte la performance de la formulation aussi bien pendant le stockage (action des protéases)
que pendant I'application (corrosion des réservoirs) et aprés I’application (action du feuillage discutée
plus loin dans la chapitre 5). De plus, la température élevée de I’atmosphere, lors des applications,
peut diminuer 'activité des produits a base de Bt, spécialement dans les régions tropicales ou les

températures excedent fréquemment 30°C (Morris, 1983).

Pour développer avec succes des biopesticides et maximiser leur efficacité sur le terrain, il faut tenir
compte de facteurs biotiques (concentration des spores et I’entomotoxicité) et abiotiques
(rayonnement UV, température, pH, pluie, feuillage, etc.). De plus, différents paramétres et additifs
pour les différentes formulations doivent également étre considérés (par exemple, la formulation ne
doit pas contenir de matériau hygroscopique pour éviter la formation d"agrégats dans les produits
secs). La possibilité de contamination et la dégradation des cristaux protéiques pendant le stockage
doivent aussi étre réduites en diminuant le pH avec des solutions trés acides. Quant aux différents
types de formulations solides et liquides, ils ont plusieurs avantages et inconvénients, mais ils

trouvent tous une place sur le marché et répondent trés bien aux besoins des utilisateurs.

En raison de I'obligation de minimiser les cofits de production, le procédé de fermentation du
biopesticide doit étre configuré de maniére a satisfaire aux exigences de la formulation qui forment

un pont entre la fermentation de Bt et I’application sur le terrain.

2.4. Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Btk)

Btk est une bactérie Gram positif et aérobie qui forme des spores.* Elle est caractérisée par des
inclusions cristallines parasporales de nature protéique comme le montre la figure 1. Celles-ci
apparaissent souvent sous le microscope photonique comme des cristaux distincts pouvant avoir des
formes bipyramidales avec des propriétés pathogenes spécifiques contre les larves de 1épidopteres.

Les cristaux protéiques insecticides jouent un réle majeur dans 1’entomotoxicité alors que les spores

4 Il y a au moins 34 sous-espéces de Bt (également appelés sérotypes ou variétés) et probablement plus de

800 souches isolées (Entwistle et al., 1993; Schallmey ez al., 2004). Bt est une bactérie ubiquiste de ’environnement
et elle est entre autres présente dans les boues activées des stations d’épuration des eaux usées municipales (Mizuki
et al., 2001; Mohammedi et al., 2006).
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peuvent y contribuer. Les produits commerciaux a base de Bt sont inoffensifs pour I’humain et

I'environnement.’

Figure 1. A) Spores et cristaux protéiques de Bacillus thuringiensis var. kurstaki (microscopie a
contraste de phase interdifférentiel, 1600X) dans le milieu de boues d’épuration; B) forme
bipyramidale des cristaux protéiques (microscopie électronique),

(http://helios.bto.ed.ac.uk/bto/microbes/bt.htm).

2.4.1 Mode d'action (Btk)6

Quand les larves d'insecte ingerent les cristaux protéiques, les spores et d'autres facteurs de virulence
(qui agissent en synergie), les protoxines sont solubilisées et fragmentées par les protéases
intestinales des larves, libérant alors des fragments dont certains sont entomotoxiques (o-
endotoxines) (figure 2). Le processus d’intoxication des larves d’insectes par Btk est divisé en six
étapes : solubilisation, activation, liaison, formation des pores, septicémie et mort. Les protoxines ont
approximativement un poids moléculaire de 130-135 kDa. La solubilisation des protoxines se produit
a un pH alcalin (9-10) chez les larves d’insecte de I’ordre des lépidoptéres et sont protéolytiquement
convertis en toxines actives de 55-65 kDa. Les &-endotoxines s'insérent irréversiblement dans les
membranes (Schwartz ef al., 1997). Finalement, l'association avec d’autres molécules toxiques par

oligomérisation entraine la formation des pores (Masson ef al., 1999). Le flux ionique a travers les

: Les études de laboratoire et les essais réalisés sur le terrain (dans le champ) ont démontré que les
insecticides de Bt sont sécuritaires pour I’environnement et ne produisent aucun résidu toxique (Oshodi et
MacNaUOhtan 1990; Glare et O’Callaghan, 2000; Joung et Coté, 2000; Siegel, 2001).

Pour plus de détails sur le mode d’action de Bt, voir Whalon et Wingred, 2003.
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pores provoque la lyse cellulaire et éventuellement une septicémie (invasion du sang par les spores

ou par la flore intestinale) (Bravo et al., 2002) tel qu’illustré aux étapes 4 et 5 de la figure 2.

Spores + Cristaux protéiques + Facteurs de virulence

1 1
Ingestion et solubilisation dans I'intestin de l'insecte

pH =9-10 12

Protéolyse

Toxines actives 1 3

Liaison et insertion dans le récepteur des
cellules épithélales de I’intestin

K
Perforation épithéliale et lyse osmotique
1 5
Invasion des spores dans le sang et germination
causant la septicémie

Mort de ’insecte

Figure 2. Mode d'action des spores de Btk, des cristaux protéiques et d'autres facteurs de

virulence chez les larves de 1épidopteéres

Bt sécrete également d'autres facteurs de virulence comme des phospholipases, des chitinases, des
protéases, des protéines insecticides végétatives (Piv) et des antibiotiques (bactériocines) qui, par
synergie, permettent d’augmenter l'entomotoxicité des cristaux protéiques insecticides et/ou des
spores de Bt (Johnson ef al., 1998; Schnepf et al., 1998; Chang et al., 2003). Cependant, aucune
étude approfondie portant sur la synergie possible avec les protéases, n’a pas €té répertoriée dans la

littérature (Rukmini et al., 2000).
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3. Rhéologie

Les caractéristiques physiques des boues (taille de particule, viscosité) peuvent avoir un impact
important sur I’efficacité des systémes de traitement des eaux usées ainsi que la transformation
ultérieure des différents produits (comme les biopesticides par exemple). Une de ces caractéristiques

est la propriété d'écoulement qui peut étre mesurée en utilisant des techniques rhéologiques.

3.1.  Larhéologie des solutions aqueuses : principes généraux

Etymologiquement, la rhéologie est une science qui traite de 'écoulement, des déformations, et plus
généralement, de la viscosité des matériaux sous l'action de contraintes. Deux grandeurs servent a
caractériser quantitativement le cisaillement: la vitesse de cisaillement et la contrainte de
cisaillement. La vitesse de cisaillement est la déformation qui correspond au vecteur déplacement de
la particule fluide d'une couche sous I'effet du mouvement de cisaillement pendant une durée. Pour
expliquer la contrainte de cisaillement, considérons deux couches au contact l'une de l'autre; elles se
déplacent relativement 'une par rapport a l'autre. 1l en résulte 'apparition de forces de frottement qui

s'exercent tangentiellement a la surface de la couche : ce sont les forces de cisaillement.

De fagon générale, il y a deux types de fluides : Newtoniens et non-Newtoniens. Pour les fluides
Newtoniens, leur viscosité ne dépend pas du cisaillement appliqué (exemples : eau,b la plupart des
solvants, huiles minérales, certaines dispersions). Pour les fluides non Newtoniens (non linéaires), la
viscosité n'est pas constante. A chaque valeur du couple vitesse de cisaillement, contrainte de
cisaillement (1) correspond une valeur de la viscosité, n. Il existe plusieurs types de fluides non
Newtoniens - liquides rhéofluidifiants (parfois appelés pseudoplastiques) : la représentation passe par
I'origine avec une décroissance de la dérivée, c'est-a-dire de la viscosité apparente, lorsque le gradient
de vitesse augmente; liquides rhéoépaississants (a tord nommés épaississants) : il conceme des
dispersions trés concentrées, les solutions d'amidon, sables mouillés et compactés et certaines huiles
polymériques. Certains de ces produits augmentent de volume sous la contrainte (épaississants); les
liquides plastiques : indiquent qu'ils s'écoulent a partir d'une certaine valeur de contrainte; les
liquides thixotropes : la viscosité diminue avec le temps (exemple : peintures) et; les liquides

dilatants : la viscosité augmente avec le temps (exemple : les sables).
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3.2.  Rhéologie des boues d’épuration — viscosité et taille de particule

Les boues présentent des caractéristiques thixotropiques (Campbell et Crescuollo, 1982; Honey et
Pretorius, 2000) qu’il est possible d’étudier en utilisant différents modeles rhéologiques comme le
modele de Bingham (Chilton et al.,1995; Lotito et al.,1997) et les modéles de Herschel-Bulkley
(Baudez, 2001). Par exemple, la détermination de la contrainte de cisaillement (7) en fonction du taux
de cisaillement (y*) permet de caractériser le comportement d'écoulement des boues, notamment en
regard de ses propriétés non-Newtoniennes ou une relation non linéaire est observée entre la
contrainte de cisaillement (7) et le taux de cisaillement (y+) (Dentel, 1997). Le modele généralement
utilisé pour décrire le comportement rhéologique des boues est celui de Herschel-Bulkley (1) :

=10+ K (y°) n (1)

ou K et n sont des constantes et 7y est la contrainte d'écoulement.

Les boues d’¢puration se présentent sous la forme d’une suspension biologique de flocs aux
structures irrégulicres et de diverses tailles qui évoluent dans le temps. A de trés faibles
concentrations en solides, les boues peuvent avoir un comportement se rapprochant de celui de I'eau
(c’est-a-dire un comportement Newtonien). Cependant, avec I'augmentation de la concentration en
solides, les boues montrent un caractére d’écoulement non-Newtonien. Ce comportement non-
Newtonien est causé par les propriétés colloidales des solides (Hiemenz et Rajagopalan, 1997). Les
substances polymeres extracellulaires (SPE) présentes dans les boues peuvent affecter plusieurs
caractéristiques physiques et chimiques des boues, intervenant ainsi sur le taux de déshydratation, la
charge et la structure des flocs, le taux de sédimentation et de floculation, ainsi que sur la biosorption
des particules (Laspidou et Rittmann, 2002). La présence de SPE peut ainsi augmenter la résistance
des solides des boues aux forces de cisaillement entrainant alors une augmentation de la viscosité qui
affectera le comportement rhéologique. Les interactions de SPE entre les cellules permettent aux
bactéries adjacentes de former des agrégats a la suite des attractions électrostatiques et physiques des
surfaces cellulaires et, par conséquent, entrainent la formation des flocs changeant ainsi le

comportement chimique des boues.

Les mati¢res solides des boues activées ont fait ’objet d’études intensives et leur effet est bien

documenté (Lotito et. al., 1997; Sanin, 2002). La taille et la forme des particules des boues sont un

20



Chapitre 1. Synthése

aspect tres difficile a étudier. La distribution des tailles de particules des boues est large et varie en
fonction du temps et des facteurs physiques et chimiques comme le cisaillement et la chimie de
suspension. Les interactions « particule-particule » et « particule-milieu de dispersion » dépendent
aussl bien des propriétés des particules que de la chimie physique de solution. Cependant, ce

probléme est surmonté avec l'arrivée de nouvelles techniques pour mesurer la taille des particules.

La mesure de la taille des particules a connu d'énormes progrés depuis 'usage des instruments
comme le Coulter Counter ou de I’analyse des électrozones (Houghton ef al., 2002). A I’heure
actuelle, la diffraction par LASER connait une popularité croissante comme méthode d'analyse de la
taille des particules pour des échantillons d’eaux usées (Neis et Tichm, 1997; Biggs et al., 2000),

mais son application aux boues d’épuration demeure limitée (Houghton et al., 2002).

Actuellement, les parametres rhéologiques sont essentiellement utilisés pour le conditionnement des
boues ou pour I’optimisation de leur consistance lors de leur stockage ou de leur épandage (Lotito
et al., 1997; Dentel et al., 2000; Yen et al., 2002). Malgré son role holistique pour la production de
produits a valeur ajoutée (voir figure 2), il n'y a aucune étude effectuée sur I'utilisation des

parametres rhéologiques comme indice de qualité des boues pour cette option de valorisation.

3.3 Amélioration des propriétés rhéologiques entrant dans le procédé de fabrication de
suspensions insecticides

Les propriétés rhéologiques, telles que la viscosité, et la taille des particules, peuvent affecter les
différents aspects de la production des biopesticides, particulicrement la préparation du substrat de la
fermentation, la fermentation, la récolte et la formulation, et I’application sur le terrain. Il est donc
essentiel d”évaluer I’impact de ces propriétés rhéologiques sur les diverses étapes de la production de

biopesticides, tel que décrit dans la figure 3.
3.3.1. Rheéologie et fermentation

Un bouillon de fermentation est un milieu semi-liquide comprenant, entre autres, la biomasse
cellulaire et les produits microbiens sécrétés par les micro-organismes. La performance métabolique
d'une culture microbienne en bioréacteur dépend fortement des interactions complexes entre les
diverses conditions d’opération. Plusieurs conditions d’opération telles : la vitesse de l'agitation,

I'espéce microbienne cultivée, les nutriments et les suppléments alimentaires, déterminent la
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rhéologie du milieu et la morphologie cellulaire. La rhéologie affecte a son tour I'approvisionnement
en nutriments, particuliérement l'oxygéne, et le brassage du bouillon de fermentation. Les propriétés
rhéologiques des bouillons de fermentation varient pendant une fermentation, ce qui influence, entre

autres, le coefficient volumétrique du transfert de l'oxygene (k a) et le degre d'agitation (Aiba et al.,

1973). La croissance spécifique observée dans des conditions données dépend de plusieurs facteurs,
dont : la souche microbienne, la méthode de culture de départ (par exemple spores, granules),
I’aspect rhéologique du milieu de croissance, et le régime hydrodynamique dans le bioréacteur

(Lopez et al., 2005).

D'une maniére importante, la contrainte de cisaillement du bouillon fermenté est normalement
caractérisée par le modele simple de la loi de puissance :

1=Ky" )

ou T est la contrainte de cisaillement et y est le taux de cisaillement.
Les constantes, K et n représentent respectivement les indices d'uniformité et de comportement

d'écoulement. La viscosité apparente, 1, est alors donnée par :

Mo =Ky 3)
En prenant le logarithme des deux c6tés de 1'équation (3), I’équation (4) est obtenue :
log (Na) =log K'+ (n-1) log v _ 4)

Les valeurs de K et n sont évaluées a partir d'une courbe logarithmique de n, = f( v).

Bt est commercialement produit par fermentation en mode « Batch» ou « Fed-batch» et les
conditions de culture changent tout au long de la fermentation. Une caractéristique importante d'un
procédé de fermentation en « Batch » est le changement de la rhéologie pendant la fermentation a
cause de la variation de la composition du substrat (causée par la production ou la consommation des
SPEs), de la concentration de la biomasse cellulaire, des conditions de fermentation et de la
morphologie des micro-organismes (Berovic et al., 1993). La fermentation de Bt est limitée par le
transfert de I'oxygene. Celui-ci est grandement influencé par la rhéologie du milieu alors qu’une
augmentation du taux du transfert d’oxygeéne s’accompagne d’une augmentation de I'entomotoxicité

du biopesticide (Vidyarthi et al, 2002; Rowe et al., 2003). Tel que mentionné précédemment,
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Rhéologie des eaux usées et des boues d’épuration

e Préparation du substrat| Fermentation Formulation oy | Application —
3| Origine — type de procédé | e Transf?gxiz ;zissa de Réaoiti ‘;rﬁazz?gfﬁm et ‘ Cmmpaéiﬁ;iﬁ;éiigazgzipment 4‘__
- Homagéngisation o Metabolisme de Bt Addition des adjuvants %— Taille des gouttelettes e
— g Hydrolyse LA Entomotoxicité Suspension / Séchage e Uniformité du jet oot
— Stérilisation Efet UV F(-—

" Effel de fa pluie F—-

Figure 3. Le role holistique de la rhéologie des boues d’épuration dans la production de biopesticide.
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la rhéologie de boues est non Newtonienne et, par conséquent, la production des biopesticides a base
de boue suivra un procédé différent (désintégration des flocs, réduction de viscosité) de celui des

milieux de culture conventionnels.

Plusieurs ¢études ont mentionné l'influence de différentes conditions environnementales sur les
caractéristiques rhéologiques du milieu de fermentation comme : la contrainte de cisaillement qui
affecte la production de la B-exotoxine de Bt dans le fermenteur (Wu et al., 2002); les variations
morphologiques (Jong et al., 1994); la production d’acide polyglutamique (APG) par Bacillus
subtilis (Richard et Margaritis, 2003) et B. licheniformis (Yoon et al., 2000) et la conception de
bioréacteur (Kilonzo et Margaritis, 2004). A INRS-ETE, les divers paramétres comme l'addition
d’agents tensio-actifs (Vidyarthi et al., 2001) et d’agents anti-mousse (Vidyarthi et al., 2000) pour la

fermentation des boues par Btk ont déja été étudiés, mais leur effet sur la rhéologie n'a pas été

déterminé, surtout en ce qui a trait a ’entomotoxicité des préparations de Bt obtenues, potentiel

devant étre nécessairement affecté par I'impact important de la rhéologie sur le transfert de masse.

Considérant les connaissances sur le mode d’action du Btk (section 2.4.1), il est impératif d’explorer
les effets des propriétés rhéologiques sur différents aspects de ce mode d’action. Lorsque les cristaux,
les spores et les divers facteurs de virulence de Btk sont absorbés par I’insecte, il est possible que les
particules présentes dans les préparations de ce biopesticide, particuliérement celles a base de
matiéres recyclées comme les eaux usées et les boues d’épuration, peuvent réduire I’hydrolyse des
protoxins en toxins actifs par des protéases et donc I’action subséquente de ces protéines (étapes 2
et 3, figure 2). Ainsi, toute modification, en ce qui concerne la rhéologie, peut altérer le mode

d’action du Btk, et donc son pouvoir entomotoxique.

3.3.2. Propriétés rhéologiques, formulation et application

Tel que montré dans la figure 3, les propriétés rhéologiques affectent de plusieurs fagons la mise en
suspension de Btk. En premier lieu, la récolte d’un milieu fermenté d’une faible viscosité serait
affectée par une centrifugation a basse vitesse par rapport a un bouillon qui aurait une viscosité

élevée, ceci en accord avec la loi de Stoke (5) :

2 o - p 7] (5)

v
sed 18 n
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Dans laquelle :

Vsed = Vitesse de sédimentation; (m s'l);

g = accélération due a la gravité; (m s?);

ps = densité des solides des boues, assumant que ces boues sont des sphéres; (kg L'I); pr= densité des
fluides (kg L™);

et, 1 = viscosité de la suspension (mPa s™).

D'autres études doivent étre effectuées pour établir une véritable corrélation entre la fermentation et

Ia rhéologie (viscosité et taille de particule) de la formulation en considérant l'étape de la récolte.

L'étude de la rhéologie de la fermentation (viscosité, taille des particules et densité) facilitera le choix

des paramétres opérationnels pour la récolte (force centrifuge, débit, temps, pH, la température,

temps de séchage. utilisation des agents de protection).

Ainsi, le développement de la formulation est fonction des propriétés de la suspension qui dépendent

elles-mémes de la rhéologie, en particulier de la viscosité et de la taille des particules. Les propriétés

rhéologiques ont aussi un impact sur I’addition de différents adjuvants (agents mouillants, agents

collants et autres agents de dispersion) pour la formulation et surtout, des techniques

d’homogénéisation pour les différentes formulations.

Hwan Do et al. (2001) ont constaté qu'une bonne connaissance des changements rhéologiques
pendant la fermentation facilite la récupération de l'acide polyglutamique (APG) du bouillon
fermenté. De plus, Burges et Daoust (1998) ont rapporté que les conditions de formulation doivent
dépendre des procédés de fermentation. Ceci est important, car les changements de la taille de
particules et de la viscosit¢ influencent la taille des gouttelettes dans les formulations (Chapple et al,
2000) ainsi que la rétention et l'adhérence sur le feuillage (Lisansky ef al., 1993) tel que montré 3 la

figure 3. Ainsi, la réduction de la taille des particules observée pendant la fermentation des boues par

Bt (dans les fermenteurs) permettrait possiblement d’avoir la taille de particules désirée pour les

formulations. Ceci permettra de trouver un compromis a I'étape de fermentation entre le rendement et
la consistance physique de produit, pour alors atténuer les colts de I’homogénéisation. Par

conséquent, les données sur la rhéologie de fermentation pourraient servir de base pour la conception

des bioréacteurs (transfert de masse de 'oxygéne), la mise en échelle et la conception des procédés en

aval de séparation et de purification, et pour prendre des décisions quant aux choix des additifs

{agents tensio-actifs, dispersants, adhérents, épaississants et d'autres) lors du développement de la
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formulation. De plus, des difficultés peuvent survenir lors de I’application sur le terrain en relation
avec la rhéologie (ex. : la décantation dans les réservoirs est influencée par la taille des particules)
d’ou la nécessité d’améliorer les caractéristiques rhéologiques pour éviter le probleme de mélange ou
d’obstruction (qui dépend de la viscosité) tel que discuté par Mor et Matthews (2003). Dans ce
contexte, Bateman (1998) a clairement rapporté que I'uniformité de la taille de gouttelettes (qui
dépend de la rhéologie de la formulation) joue un role critique dans les applications des produits de

Bt.

3.4.  Stratégies pour l'amélioration des propriétés rhéologiques (préparation du substrat)

Le niveau de viscosité des boues peut étre ajusté par des moyens physiques ou chimiques. Par
exemple, 1’addition d’agents tensio-actifs, qui ont été utilisés pour améliorer I'assimilation du substrat
dans les milieux complexes (gruaux, farines de poisson...), et la croissance bactérienne (Zouari et
Jaoua, 1999; Zouari et al., 2002) permettent de réduire la viscosité. Il en est de méme pour
I'hydrolyse thermique des boues d’épuration (165-180 °C) qui, en brisant les molécules de glucides
et de protéines (Haug et al, 1983; Hiraoka et al, 1985), réduit la viscosité. De méme, le
prétraitement thermo-chimique (a pH acide et alcalin) a été utilisé pour la solubilisation de la partie
volatile des matiéres en suspension (MES) et la demande chimique en oxygeéne (DCO insoluble)
(Neyens et al., 2003a; Zhu et Chen, 2005). En fait, I’ajout de Tween 80 et 1’hydrolyse préalable des
substrats modifient la rhéologie, ce qui influence éventuellement tous les autres aspects de la
production de biopesticides a base de Btk, a savoir : la fermentation, la récolte, la formulation et

I"application, étapes qui sont toutes interdépendantes (figure 3).

Le traitement alcalin est une méthode rude ou les valeurs du pH du milieu sont trés élevées. Les
concentrations alcalines élevées provoquent, entre autres, une rupture des cellules et une dégradation
des débris cellulaires dans les boues d’épuration, ce qui entraine la libération du matériel
intracellulaire et des polymeéres (protéines, ARN, ADN, glucides) dans le milieu (Erdincler et
Vesilind, 2000; Neyens et al., 2003b). L'hydrolyse est souvent utilisée pour traiter la biomasse
lignocellulosique (Pandey et Soccol, 2000; Mantzavinos et Psillakis, 2004) ou pour améliorer les
procédés biologiques comme la digestion anaérobie des boues d’épuration (Chiu ef al., 1997; Mata-

Alvarez et Llabrés, 2000). En fait, les boues hydrolysées n'ont jamais été explorées du point de vue

26



Chapitre 1. Synthese

de la valorisation’ sauf dans les études de Barnabé (2005). Cependant, dans cette recherche les études

rhéologiques sont absentes.

Des détails sur les différents prétraitements des boues d’épuration sont donnés dans le tableau 2. La
plupart de ces méthodes peuvent avoir un impact important sur la rhéologie des boues. Cependant, il
n’y a pas d’études approfondies sur le changement de la rhéologie (viscosité et taille des particules)

des boues ayant subies une hydrolyse, spécialement dans un contexte de production a valeur ajoutée.

4. Présentation du corps de la thése

4.1.  Objectifs et hypothéses scientifiques

41 Objectifs poursuivis dans les travaux présentés dans le corps de la these

En se basant sur les références scientifiques publiées a ce sujet, nous avons ¢tabli les objectifs

suivants pour nos travaux de recherche et développement :

1. L’étude de la rhéologie des eaux usées et des boues d’épuration des usines de traitement des
eaux, un paramétre vital qui n’a jamais fait I’objet d’une étude scientifique exhaustive dans une
perspective de recyclage de ces résidus en produits a haute valeur ajoutée. Cette étude a été
réalisée pour différentes étapes de I’obtention de Btk, en particulier, la préparation du substrat, la
récolte et la fermentation, le tout ayant ultimement des répercussions sur I’épandage du
biopesticide.

2. Le type de récolte du Btk est une étape trés importante entre la fermentation et la formulation,
I’optimisation des divers parametres de centrifugation faisant donc l'objet d’une étude
approfondie. Par ailleurs, la présence de chitinases produites par Btk, des enzymes ayant un réle
synergique élevé sur le potentiel insecticide du bacille, a aussi été évaluée dans les eaux usées et
les boues d’épuration fermentées par la bactérie en question, tout ceci dans le but d’accroitre
I’entomotoxicité des préparations obtenues.

3. Des formulations de Btk a base d’eaux usées et de boues d’épuration fermentées ont éte
développées en tenant compte de la nécessité des expériences d’évaluations de divers parameétres,

du développement de préparations stables, en tenant compte d’études préliminaires sur les

7 Odegaard et al. (2002) rapportent une étude qui suggere la possibilité d'intégrer I'hydrolyse des boues dans

la chaine de traitement des eaux usées municipales pour produire des biofertilisants, de I'énergie et des sources
d’éléments nutritifs (carbone, azote et phosphore).
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Tableau 2. Différents prétraitements des boues d’épuration

Type de Agents Meécanisme Objectif (s) Probléemes Références
prétraitement  utilisés
Acide HCI, H,SO,  Dégradation des Digestion anaérobie des Corrosion des équipements; Solomons, 1997;
glucides, de I'acide boues d’épuration et habituellement couplé a Aravinthan et al., 2001;
carboxylique et des production de d'autres prétraitements . Ben Rebah; 2001
groupements ester; biofertilisants.
solubilisation du
phosphore, Fe, Zn et
d'autres métaux.
Alcalin NaOH; Dégradation de Digestion anaérobie des Corrosion des équipements. McBride, 1998; Penaud
KOH; matériel boues d’épuration et etal., 1999;
Mg (OH), lignocellulosique, des production de biogaz;

protéines et
polyamines;
solubilisation des
métaux comme le Mo
et le Cu; favorise le
procédé de
désorption.

bioconversion des boues
en biofertilisants;
dénitrification des boues
d’épuration.
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Tableau 2. Différents prétraitements des boues d’épuration

Type de Agents Mécanisme Objectif (s) Problémes Références
prétraitement  utilisés
Thermique Différentes Hydrolyse et Déshydratation des boues  Les températures pres de Hasagawa, 2000; Kepp
températures  oxydation partielle d’épuration; digestion 200 °C peuvent causer des et al., 2000; Delgenes
s'étendant de  des molécules; anaérobie des boues et réactions de Maillard (les et al., 2000; Schieder
121-200°C  rupture prononcée production de biogaz; formes réduites des glucides et al., 2000; Miiller,
dans des des cellules mortes solubilisation des boues réagissent avec des acides 2000; Shanableh et
fours a ou vivantes; d’épuration. amingés pour générer Jomaa, 2001; Zorpas
micro-ondes  augmente la surface mélanoides, qui sont difficiles et a/, 2001; Obrador
ou des cuves  des particules et a dégrader et parfois et al., 2001; Neyens et
pressurisées. améliore la inhibiteur). Baeyens, 2003
biodégradabilité; la
biodisponibilité du
Mn et du Cu est
augmentée et
plusieurs des métaux
sont oxydés.
Thermique-  NaOH; Combinaison des Solubilisation des boues  Problémes de corrosion, mais Novelli et al., 1995;
alcalin KOH; effets des d’épuration; digestion moins importants qu’un Tanaka et al., 1997,
Mg(OH),; prétraitements anaérobie des boues et prétraitement thermique a pH 2002; Penaud et al.,
Ca(OH); en  thermiques et production de biogaz. acide. 1999; Delgenes et al.,
combination alcalins; 2000; Neyens et
avec une spécialement efficace Baeyens 2003; Neyens
température  pour dégrader le et al., 2003b; Vlyssides
¢levée de 50  matériel et Karlis, 2004
al70°C lignocellulosique.
Thermique-  H,SOg4 et Combinaison des Dénitrification et Problémes de corrosion. Karlsson et
acide températures  effets des déshydratation des boues Goransson,1993;
¢élevées de prétraitements d’épuration; digestion Neyens et al., 2003a
121-160 °C thermiques et acides  aérobie des boues; :
conditionnement.
Oxydation Fe*'/ HyOy; Dégradation des Digestion anaérobie des Technologie colteuse; certains  Kim et Huh, 1997,
partielleou  Fe’'/H,0,;  composés organiques boues d’épuration et produits organiques facilement  Jeworski et Heinzle,
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Tableau 2. Différents prétraitements des boues d’épuration

Type de Agents Mécanisme Objectif (s) Problemes Références
prétraitement  utilisés
totale - 0O,; 05 réfractaires divers; production des biogaz; biodégradables peuvent 2000; Kim et al., 2000,

oxydation complete
ou partielle selon les
conditions de
réaction.

augmentation de
biodégradabilité des
boues pour d'autres
traitements;
déshydratation des boues.

également étre dégradés en
composés réfractaires.

Weemaes et al., 2000;
Ahn et al.,2002;
Anderson et al.,2002;
Camacho et al., 2002;
Neyens et al., 2003c;
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effets des UV, ce qui reflétera leur stabilité sur le terrain. Toutefois, étant donné leur
durée dans le temps, ces études n’ont pas été aussi exhaustives que prévu.

4. L’obtention de Btk, en utilisant des eaux usées et des boues d’épuration comme substrat a
¢été évaluée du point de vue économique. Dans ce contexte, pour définir clairement la
rentabilité d’employer ces substrats, une analyze technico-économique a été réalisée en se
basant sur les diverses étapes de la production de Btk, soit: ’accés aux substrats, la

fermentation, la récolte et la formulation.

En somme, si les objectifs sont atteints, cette recherche permettra au procédé Bt-INRS de se
déployer dans sa totalité — procédés en amont (procuration du substrat/prétraitement et
fermentation) et procédés en aval (récolte et développement de formulation). De plus, les
formulations stables pourront étre testées pour évaluer la faisabilité de leur application. Ce
test permettra ensuite de développer une stratégie pour le développement de formulation qui
pourra étre utilisée comme mode¢le pour la formulation d'autres produits biologiques. Aucune
étude n'a été rapportée dans la littérature ou le bouillon entier, obtenu a partir de la
fermentation de Bt, est traité jusqu'a I'é¢tape de formulation. Finalement, ce travail fera la
lumiére sur la faisabilité technique et économique du développement de biopesticides de Bt
basés sur des eaux usées et des boues d’épuration qui n’ont pas les mémes caractéristiques

que les biopesticides issus de milieux conventionnels.

4.1.2. Hypotheses scientifiques a la base des recherches

En considérant la littérature disponible et pour compléter les objectifs scientifiques et
techniques en rapport avec le procédé Bt-INRS, les hypothéses suivantes sont posées :

1. L’étude des paramctres rhéologiques pendant la fermentation, pouvant affecter le
transfert de masse de I’oxygene et donc, I’ entomotoxicité de Bt, facilitera le traitement
en aval du biopesticide pour le développement de formulations stables. A ce titre, la
rhéologie joue un réle critique dans la relation entre les formulations de Bt et les
équipen;ents de pulvérisation. C’est pourquoi, toute amélioration physique et/ou
chimique des milieux fermentés par Btk peut améliorer la rhéologie, et donc la
fermentation des eaux usées et des boues d’épuration.

2. Les procédé conventionnels de récolte, comme la centrifugation sans additif favorisant

la filtration, peuvent €tre utilisés avec succes pour la récolte des bouillons fermentés de
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4.2.

Bt, en raison de la présence de flocs qui peuvent agir comme des adsorbants naturels et
aider 2 la filtration. |

Les principales formulations de Bt sont des suspensions aqueuses sans danger pour
Penvironnement et possédant une viscosité qui augmentent efficacité de leur
application (d’autres formulations, par exemple a base d’huiles, sont connues pour
présenter quelques problémes pour la santé humaine). Il est donc souhaitable de
produire des formulations aqueuses a partir de boues d’épuration fermentées de Bt.
Divers adjuvants ou ingrédients inertes ont été largement explorés pour le
développement de formulations de biopesticides a base de Bt obtenus a partir de
milieux synthétiques. Il est possible d’extrapoler les mémes types d’adjuvants pour la
stabilisation des formulations a base de boues fermentées par Bt.

Finalement, les biopesticides a base de boues fermentées peuvent posséder des
propriétés inhérentes leur conférant un avantage sur la formulation par rapport aux
milieux conventionnels. Une étude technico-économique approfondie peut donc
contribuer a évaluer le colt de la production de Btk en utilisant comme substrats

alternatifs, des eaux usées et des boues d’épuration.

Résumé des études présentées dans le corps de la these
4.2.1. Rhéologie des eaux usées et des boues d’épuration

4.2.1.1. Etude rhéologique (viscosité; la taille des particules) de la fermentation
des eaux usées et des différentes boues d’épuration et de la corrélation
entre le changement de la rhéologie et la croissance de Bt ayant un effet
de cascade sur les procédés en aval : a) petite échelle (fioles); b) échelle
de bioréacteur (15L).

La gestion des boues d’épuration a subi une série de changements a la suite de

réglementations séveres. Ces changements ont fait passer la gestion des boues de

l’élimination vers la production a valeur ajoutée qui gagne en popularité. Cette

transformation a été présentée en détails dans la revue de littérature présentée au chapitre 2.

Bien que des études détaillées sur l'optimisation du procédé Bt-INRS aient été effectuées, la

rhéologie n'a pas été étudiée pendant la fermentation. C’est pourquoi des études

approfondies de viscosité et de taille des particules ont été réalisées sur les boues brutes, les

boues pré-traitées (stérilisation et hydrolyse thermo-alcaline) et les boues fermentées de Bt a

différentes concentrations en solides (10-40 g/L). Les boues, indépendamment du type,
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éetaient pseudoplastiques et thixotropiques. Ce comportement non Newtonien est un effet
combiné de la viscosité et de la taille des particules, lesquelles sont ensuite modifiées par les
procédés de traitement (stérilisation, hydrolyse et fermentation) (chapitre 3, partie I). Les
boues hydrolysées fermentées suivent des lois exponentielles et de puissance en comparaison
avec les boues brutes fermentées (chapitre 3, partie II). La distribution volumétrique de la
taille des particules a montré un plus grand nombre de particules pour les boues hydrolysées
Jfermentées dans la région de 0,2-12 um par rapport aux boues non-hydrolysées fermentées
de Bt ou les particules sont concentrées dans la région de 0,5 a 10 um, indépendamment de
la concentration en solides (chapitre 3, partie I1l). En fait, une corrélation directe entre la
taille des particules et l'entomotoxicité a été observée (chapitre 3, partie I1l). La plus faible
taille de particules dans le cas des boues hydrolysées et fermentées a permis un meilleur
transfert de ['oxygene et a donné une formulation adéquate pour les équipements de
pulvérisation (figures 1,2,3; chapitre 3, partie 1lI). D'ailleurs, la fermentation des boues
primaires, mélangées et secondaires (brutes et hydrolysées) et des eaux usées de l'industrie
de l'amidon ont également confirmé le modéle pseudoplastique respectant la loi de puissance
ou un plus grand cisaillement pour les boues primaires (brutes et hydrolysées). La rhéologie
a également présenté une excellente corrélation avec la morphologie (chapitre 3, partie IV).
Les études en fermenteur ont montré que les boues secondaires et les eaux usées de
Uindustrie de l'amidon peuvent étre utilisées comme milieux de culture alternatifs pour la

production de biopesticides a base de Bt.

4.2.1.2. Addition d'agent tensio-actif (Tween-80) pendant la fermentation de Bt
comme un modificateur physique de la rhéologie des boues d’épuration
et son effet probable sur les formulations.

Tel que déja mentionné, la rhéologie des milieux éomplexes comme les boues d’épuration
peut étre améliorée par l'addition de surfactants comme le Tween-80. Ainsi, le Tween 80
(0.2 % v/v) a étée ajouté lors de la fermentation par Bt des boues non hydrolysées et
hydrolysées a une concentration en solides totaux de 25 g/L. Avec les boues non hydrolysées,
l'usage de Tween 80 a entrainé une augmentation de [’entomotoxicité (Tx) de 26,6 %.
(chapitre 4, partie 1). Cependant, il n'y a aucune augmentation apparente de Tx aprés la
fermentation de boues hydrolysées contenant du Tween 80 alors qu’une formation d’intense
de mousse a été notée. Ainsi, l'amendement des boues non hydrolysées avec du Tween 80 a

permis d’atteindre trois objectifs : a) améliorer la rhéologie et augmenter le taux de
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consommation de l'oxygéne pendant la fermentation pour augmenter Tx; b) faciliter la
détermination de Tx pendant la centrifugation (récolte) des boues; et c) augmenter la
mouillabilité dans les formulations sans avoir ajouté des adjuvants, réduisant ainsi les coiits

de formulation.

D'ailleurs, I'addition du Tween 80 dans les boues non-hydrolysées avec une concentration
élevée en solides (30 g/L) entraine également une consommation élevée de l'oxygene, ce qui
résulte en une augmentation de Tx de 29,7 % (chapitre 4, partie IlI). Cependant, les
différentes enzymes (protéase et chitinase) ont suivi les profils différents en présence du

Tween 80.

4.2.2. Optimisation des procédés de récupération d'entomotoxicité

422.1. Optimisation de pH, la température et les conditions de centrifugation
pour la récolte des boues fermentées par Bt.

L’étape de la récolte constitue un lien important entre les formulations et la fermentation et a
aussi un impact sur 'application. Ainsi, [’étude de la centrifugation a été effectuée sur des
bouillons fermentés des eaux usées de l'industrie de I’amidon, des boues d’épuration (brutes
et hydrolysées) et du milieu semi-synthétique a base de soya pour augmenter 1’entomotoxicité
(Tx) (chapitre 5, partie 1). Divers facteurs influencant Tx ont été étudiés : la concentration en
solides, le pH, la température et la force centrifuge. L'efficacité de la centrifugation
(récupération de Tx) est plus élevée a pH 4 et a une température de 20°C pour tous les
bouillons. La récupération de Tx est également plus élevée pour les eaux usées de I'industrie
de I’amidon et les boues d’épuration avec une force centrifuge typique de 9000 x g utilisée en
industrie. La vélocité de la sédimentation, calculée avec les données, est un parameétre
important pour les calculs du facteur Sigma lors de la mise en échelle de la centrifugation.
De plus, pour une récupération de Tx donnée, les courbes de la simulation de puissance ont
montré que les exigences de puissance étaient plus élevées pour le milieu semi-synthétique a

base de soya que pour les milieux alternatifs.

4.2.2.2. La présence de l'enzyme chitinase dans les eaux usées et les boues
fermentées par Bt et la caractérisation.

L’entomotoxicité est considérée comme la somme des cristaux protéiques, des spores et

divers facteurs de virulence tels que les protéases, les chitinases, les phospholipases, les
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protéines insecticides végétatives, et probablement les autres facteurs inconnus qui agissent
en synergie. La chitinase est un facteur de virulence important qui agit en synergie avec des
spores et des cristaux protéiques en clivant la chitine qui est une composante de la
membrane péritrophique présente dans l'intestin. De plus, il est possible que la chitinase soit
produite de fagcon induite et/ou constitutive dans les milieux alternatifs a base d’eaux usées
ou de boues, ce qui ne nécessiterait pas d'ajout externe de cette enzyme dans les
Sformulations. L'étude effectuée dans ce contexte a montré la présence des chitinases dans les
boues (brutes et hydrolysées) et les eaux usées de l'industrie de l'amidon, mais pas dans le
milieu semi-synthétique a base de soya (contréle) (chapitre 5, partie Il). Des bioessais
réalisées avec l'ajout de chitinases ont montré une augmentation de [’entomotoxicite,
confirmant ainsi le role de synergie des chitinases de Bt. En somme, cette étude a démontré
la production in situ de chitinases durant la fermentation de Bt et la possibilité de ne pas

ajouter cette enzyme dans les formulations.

4.2.3. Le développement des formulations liquides stables d’eaux usées et de boues
fermentées par Bt.

La commercialisation et l'usage des biopesticides a base de Bt sont tributaires des coiits de
production et de formulation. De plus, Iefficacité de la récolte détermine les traitements en
aval et les besoins pour la formulation. La littérature abonde sur ce sujet et elle a été passée
en revue au chapitre 6, partie I. De méme, les protéases de Bt, comme facteurs de virulence,
retiennent ['attention des chercheurs sur Bt alors que leur synergisme ou leur antagonisme
ne sont toujours pas élucidés. Ainsi, une revue compléte, sur le role probable des protéases
de Bt dans l'augmentation ou de la diminution de l'entomotoxicité, a été effectuée

(chapitre 6, partie 11).

4.2.3.1. Essais des différents adjuvants/ingrédients inertes — agents de
suspension, phagostimulants, agents anti-microbiens, agents de
protection contre les rayons UV et adhérents (I’effet de la pluie) pour le
développement de formulation.

Avant de commencer I’étape importante du développement de formulations stables de Bt, il
est nécessaire d'étudier les différents adjuvants utilisés comme ingrédients inertes. Par
conséquent, l'essai de divers adjuvants, a savoir : les agents de suspension (20 % p/v,
meilleures suspensions pendant le stockage et application par pulvérisation), les

phagostimulants (0.5 % p/v, stimulant de l'alimentation); les adhésifs (0,2 % p/v, pour
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contrer leffet de la pluie), les agents anti-microbiens (0,5 % p/v, inhibiteurs de la
contamination microbienne) et les agents protecteurs contre des rayons UV (0,2 % p/v), a été
effectué (chapitre 6, partie Ill). La meilleure combinaison d’adjuvants pour chacune des
caractéristiques de la formulation est: le sorbitol, le monophosphate de sodium et le
métabisulfite de sodium pour les agents de suspension; la mélasse et la farine de soya pour
les phagostimulants; la mélasse et la poudre de lait écrémé pour les agents adhésifs pour les
adherents; les acides sorbiques et propioniques pour les agents anti-microbiens; et le
lignosulphate de sodium, la mélasse et le rouge Congo pour les agents protecteurs contre les

rayons UV.

4232, FEvaluation de la performance de divers types de formulations a
différents pH et températures pour les boues secondaires (non-
hydrolysées et hydrolysées), les eaux usées de I'industrie de I'amidon et
le milieu a base de soya.

Des formulations liquides stables ont été développées pour différents milieux fermentés par
Bt. Le potentiel de suspension a été analysé, car c’est un parameétre important pour les
Jormulations liquides. Différents agents de suspension, a savoir : le monophosphate de
sodium, le metabisulfite de sodium et le sorbitol, ont été étudies en combinaison avec des
adjuvants de base. Le mélange contenant 9 % de sorbitol, 7 % de monophosphate de sodium
et 5 % de metabisulfite de sodium, a donné les meilleures caractéristiques physiques et
biologiques pour la stabilite de la formulation des boues non hydrolysées (chapitre 6,
partie IV). De méme, le mélange de sorbitol, de monophosphate de sodium et de metabisulfite
de sodium dans un rapport de 2,2:1:1 a donné la meilleure combinaison pour la formulation
des boues hydrolysées fermentées (chapitre 6, partie V). Finalement, le mélange de
monophosphate de sodium et de sorbitol dans un rapport de 3:1 a donné la meilleure
combinaison pour les formulations des eaux usées d'amidon et du milieu a base de soya
Sfermentés (chapitre 6, partie VI). Cependant, indépendamment du type de milieux fermentés,
les formulations (stables et autres) se détérioraient a pH 6, 6,5 et entre 40 et 50°C. Les
Sormulations étaient stables a pH 4 -5 et entre 4 -30°C. Les formulations a base de boues
hydrolysées fermentées avaient une durée de vie plus élevée (2 ans), ce qui déemontre l'intérét
d’utiliser des matiéres premieres alternatives pour la fermentation de Bt et les formulations

subséquentes.
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4.23.3. Evaluation de l'effet 'UV sur les milieux fermentés et formulés —
détermination de la demi-vie.

Les formulations de Bt subissent une perte d'entomotoxicité résiduelle au contact des rayons
UV sur le terrain (Cohen et al. 1991). La littérature est abondante au sujet de [’ajout
d’agents protecteurs contre les rayons UV. Cependant, l'addition de ces agents et/ou la
modification de la matrice de formulation sont des méthodes trés coiiteuses. Ce coiit pourrait
étre diminué si le milieu de fermentation possédait des caractéristiques inhérentes capables
d’offrir une résistance contre les rayons UV. Les milieux fermentés par Bt (eaux usées
d'amidon, boues non hydrolysées et hydrolysées et milieu a base de soya) ainsi que les
formulations de Bt (avec et sans protecteurs contre les rayons UV) ont été donc étudiés
(chapitre 6, partie Ill). Les observations faites révélent que les formulations de Bt a base de
boues fermentées, une fois exposées au rayonnement UV (avec et sans les protecteurs d’UV),
présentent une demi-vie plus élevée que le milieu semi-synthétique a base de soya fermenteé et
la Jormulation commerciale de Bt. Les valeurs de demi-vie (en jours) pour les milieux étudiés
se présentent dans ['ordre suivant : boues non hydrolysées (11,14) > boues hydrolysées

(9,51) > des eaux usées de l'industrie de l'amidon (9,02) > soya (2,8).

4.2.4 Analyse technico-économique du procédé Bt-INRS

La production de Bt a base des eaux usées et de boues d’épuration permet a la fois d’obtenir
des biopesticides économiques et de gérer les déchets de fagon durable et économique. Ainsi,
l'analyse technico-économique préliminaire du procédé de production de Bt est nécessaire et
implique les étapes principales . fermentation; récolte (centrifugation et ultrafiltration) et
Jormulation (chapitre 7). L'étude réalisée dans le présent projet comporte cing principaux
scenarios pour différents substrats de croissance @ la formulation liquide a la suite de la
récupération du bouillon fermenté par centrifugation; la formulation liquide aprés la
récupéeration du bouillon fermenté par centrifugation et ultrafiltration; les formulations
seches a la suite de la récupération du bouillon fermenté par centrifugation, les formulations
seches apreés récupération du bouillon fermenté par centrifugation et ultrafiltration et les
Jormulations liquides ou la mélasse a été ajoutée a l'étape de la formulation en tant que
phagostimulant (pour augmenter le potentiel entomotoxique de 13 %). Ces scénarios sont
preésentés au tableau 2 (chapitre 7). Les estimations des coiits du produit ont été calculées sur
la base de l'entomotoxicité nette obtenue apres que le développement de formulation ait été

évaluée en effectuant le bilan de masse pour tous les scénarios de procédé. Les boues
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hydrolysées ont donné le plus bas coiit de production de 0,228 $§ Can/milliard unité
internationale (MUI) avec I’ajout de mélasse par rapport a d'autres scénarios de procéde.
Pour les matiéres premieéres, les coiits de production varient de 0,256 a 0,407 $ Can /MUL
La capacité de production de l'usine de Bt a eu un grand impact sur les frais totaux
d’opération (8 Can/MUI), et c’est pourquoi une capacité de 3 x 10’ MUI/an présentait un
coiit de 30-45 % de celui d’une usine de 7,5 x 10° MUl/an.

5. Discussion

5.1.  L’effet des propriétés rhéologiques sur la performance du procédé de production de
Btk est peu étudié dans la littérature

Le développement des biopesticides a base de Btk nécessite des études trés élaborées sur la
préparation du substrat, la fermentation, la récolte et la formulation. A cette fin, des études
complétes ont été effectuées a I'INRS sur le contenu en nutriments, la concentration de
solides, I'isolement et I’identification de nouvelles souches de Bt, I’augmentation de

I'entomotoxicité des boues par des prétraitements physico-chimiques et la mise en échelle.

Cependant, peu ou pas d’études ont été réalisées sur la récolte et la formulation. De plus, la
littérature scientifique ne contient que peu d’informations relatives a la récolte de Btk et au
développement des formulations. Comme il fallait s’y attendre, ces informations sont

intéressantes commercialement et sont ainsi a caractere confidentiel.

Pour que le procédé Bt-INRS puisse s’imposer sur le marché, la formulation doit étre
explorée en relation avec I’application sur le terrain et la commercialisation. Par exemple, les
boues d’épuration sont généralement, des fluides non Newtoniens et les propriétés
rhéologiques influencent les étapes principales de 'obtention de biopesticides, soit: la
préparation du substrat, la fermentation, la récolte, la formulation et I’application sur le
terrain. Les propriétés rhéologiques affectent aussi le mélange du milieu de fermentation et le
transfert de masse entre les phases solides, liquides et gazeuses. De plus, I’étude de I’effet de
la rhéologie des boues sur la formulation et sur I’application de ces formulations, peut jouer

un role important dans la performance globale des biopesticides a base de Bt.

La revue de la littérature fait ressortir plusieurs aspects touchant la rhéologie des suspensions

de biopesticides ot il existe des déficits de connaissances :
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L'origine du substrat (par exemple, boues primaires, secondaires ou mélangées) pourrait
également affecter la rhéologie du milieu de fermentation. D'ailleurs, les étapes de
prétraitements — la stérilisation et I'hydrolyse - peuvent changer de manicre significative
les propriétés rhéologiques avec des répercussions sur les étapes suivantes de production
de Bt. Donc, les propriétés rhéologiques du substrat brut doivent étre étudi€es pour

faciliter la production efficace du Bt.

Le procédé Bt-INRS cumule plus de 10 ans d’études sur divers aspects dont : I'isolement
et l'identification des nouvelles souches de Bt issues des boues d’épuration,
I’optimisation de procédé (inoculum, concentration en solides, étude de transfert de
Ioxygene), le prétraitement pour améliorer l'assimilation des nutriments par Bt, des
essais en fermenteur et la mise en échelle avec différentes stratégies de fermentation
(ex.: culture en mode «batch» et « fed-batch»). Cependant, il existe un manque
d'informations sur la rhéologie de la fermentation, laquelle peut limiter le transfert de

masse ct la mise a I’échelle du procédé Bt-INRS.

Il a déja été démontré dans les recherches antérieures que 1’addition de Tween-80 (études
en fioles) et I'hydrolyse thermo-chimique (études en fioles et en bioréacteurs) augmentent
Passimilation des nutriments et améliorent subséquemment 1’entomotoxicité des
biopesticides. Cependant, les deux procédés (hydrolyse et ajout de Tween-80) n’ont pas
toujours été combinés pour améliorer la rhéologie des boues et augmenter la production
de Bt en termes de spores et d’entomotoxicité. Les boues d’épuration constituent une
source riche de nutriments présents sous forme de maticres en suspension. Afin d’utiliser
au maximum le plein potentiel des boues, il est nécessaire d’accroitre la biodisponibilité
de ces nutriments en utilisant différents procédés de prétraitement physiques, thermiques
ou chimiques, individuellement ou en combinaison, avec une attention particuliére sur les

propriétés rhéologiques.

L’entomotoxicité a partir des milieux fermentés est sensible a la taille des particules et a
la viscosité des bouillons fermentés. Ainsi, les méthodes utilisées pour récolter les
produits microbiens de Bt dans les eaux usées ou les boues fermentées peuvent entrainer

des pertes en entomotoxicité.

Enfin, des ¢études de différents adjuvants et des tests sur la durée de conservation doivent
étre réalisés pour développer des formulations stables qui sont nécessaires lors de

I'application des biopesticides de Bt sur le terrain. Ces formulations dépendent en bonne

39



Chapitre 1. Synthese

partie des propriétés rhéologiques des suspensions aqueuses d’insecticides. A ce sujet, la

littérature contient de nombreuses informations sur des formulations a base de concentrés

primaires et non a base de bouillons fermentés, ce qui augmente le défi d’optimiser toutes

les étapes décrites précédemment.

5.2,

Importance des études rhéologiques pour la production de suspensions

biopesticides

Les études rhéologiques réalisées dans le cadre de I’amélioration du procédé Bt-INRS ont

permis une meilleure intégration de I’ensemble des étapes de la production des suspensions

entomotoxiques.

De plus, les résultats obtenus ont des répercussions notables sur les recherches qui seront

réalisées afin d’amener le procédé dans une configuration acceptable pour la production

commerciale de Btk

a)

b)

I a été confirmé que la production de spores et des cristaux protéiques de Btk varient
selon les types d’eaux usées et de boues en raison non sculement de leur teneur en
nutriments, mais aussi a cause de I’état physique du substrat. Ceci montre qu’il est
essentiel de bien comprendre les propriétés rhéologiques des bouillons de fermentation.
Ainsi, par exemple, I'amélioration du comportement rhéologique des boues hydrolysées
par rapport aux boues non hydrolysées, a 1’étape de la formulation finale, a démontré
I’intérét de bien connaitre le role des propriétés rhéologiques sur I’ensemble du procédé

de production.

La récolte de 1’entomotoxicité de Btk par centrifugation et I’optimisation des divers
parametres contribuent notablement a la mise a 1’échelle du procédé de production de
Btk, et ainsi a son éventuelle commercialisation. Par exemple, la récolte des bouillons
fermentes de Bt devant se faire de fagon efficace et économique, il est possible d’éviter

I’étape de la filtration.

Le développement de formulations aqueuses stables suscitera 1’intérét des producteurs
et des utilisateurs de biopesticides, alors que cette stabilité est en partie affectée par
leurs propriétés rhéologiques. Il faut dire que la demi-vie des suspensions de Btk,
obtenues en utilisant les milieux alternatifs, est de une et demie a deux années, ce qui

augure bien de leur compétitivité aussi bien que de leur stabilité, en dépit de leurs
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caractéristiques hautement non-Newtonien observées a toutes les étapes du procédé de
production. Ces études permettent aussi de prévoir les concentrations des adjuvants
multifonctionnels pouvant étre utilisés pour stabiliser les suspensions entomotoxiques
et leur conférer les propriétés requises pour en faire un produit compétitif sur le

marché.

d) L’analyse technico-économique du procédé de production de Bt, intégrant un
traitement amélioré en aval et de nouvelles connaissances sur la formulation, améliore
considérablement la fiabilité¢ des études de faisabilité sur la production a 1’échelle
industrielle et la commercialisation. L’analyse contribuera a établir la stratégie de
production de Btk la plus appropriée en se basant sur 1’entomotoxicit¢ finale apres
formulation et le potentiel insecticide des milieux fermentés par Btk. L’addition d’eaux
usées et de boues d’épuration aux milieux de production de Btk apparait clairement
comme une option rentable. En effet, le colit d’investissement et d’opération pour
produire des biopesticides a base de Btk, & partir des boues d’épuration, se compare

avantageusement a I’utilisation de farine de soya.

5.3.  Amélioration de la stabilité des suspensions biopesticides

Le développement des biopesticides de Bt, a partir d’eaux usées et de boues d’épuration
(procédé Bt-INRS), a fait I’objet de plusieurs recherches sur : I'i'solement et l'identification de
nouvelles souches de Bt, 'optimisation des procédés, I’augmentation de I'entomotoxicité par
des prétraitements et la mise a I’échelle. Toutefois, il reste encore beaucoup a faire pour
augmenter 1’entomotoxicité et obtenir finalement une technologie de production qui sera

complete sous tous ses aspects.

L’étude rhéologique des milieux, entrant dans la fermentation ou produits par cette derniere,
permet de mieux comprendre comment développer des suspensions aqueuses d’insecticides
biologiques stables et efficaces. La complexité des boues et leur comportement non-
Newtonien constituent cependant un défi de taille pour le développement de formulations
stables. L'originalité du présent travail réside dans le développement de connaissances

permettant la production de formulations stables de biopesticides en mesure de répondre aux
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exigences du marché. Il permettra une meilleure intégration des étapes de production, de

récolte et de formulation.

6. Principales conclusions et recommandations

6.1.  Etat actuel du procédé et orientation future

Malgré que les pesticides chimiques soient considérés comme des solutions efficaces pour
pallier aux pertes agricoles, les biopesticides a base de Bt ont attiré¢ I'attention de la
communauté scientifique, des autorités environnementales, de I’industrie et de certains
utilisateurs du secteur agricole. Les cofits de production des biopesticides sur le marché
demeurent ¢élevés et nuisent a leur diffusion commerciale. Cependant, ces colits peuvent €tre
considérablement réduits en remplacant les matiéres premicres semi-synthétiques cotiteuses
par les eaux usées et les boues d’épuration qui sont des milieux de culture économiques,
¢cologiques et durables. Dans le contexte du procédé Bt-INRS, diverses études ont été
réalisées concernant I’isolement de nouvelles souches de Bt, I’optimisation de différents
parametres de fermentation en Erlenmeyers, ainsi que 'accroissement du rendement par
I’addition de nutriments apres un prétraitement. Cependant, pour que le procédé Bt-INRS soit
une technologie intégrée et performante, la formulation doit étre explorée en relation avec
Iapplication sur le terrain et les contraintes de commercialisation. Les propriétés
rhéologiques des bouillons de fermentation et des produits de la fermentation jouent un role
important dans la formulation : elles affectent, en effet, toutes les étapes de la production
dont, notamment, la préparation du substrat de fermentation, la fermentation elle-méme, la
récolte des composantes entomotoxiques, la formulation des suspensions des biopesticides
commerciales en vue d’en maximiser la stabilité et les propriétés des suspensions requises

pour leur application sur le terrain.

6.2.  Principales conclusions

Les conclusions spécifiques suivantes sont émises en prenant en compte les résultats obtenus
pendant les différentes études dans le cadre de ce projet de recherche (les détails sont

présentés au chapitre 8) :

1. Les boues fermentées (primaires, secondaires et mélangées) présentaient des

caractéristiques pseudoplastiques et thixotropiques. Les résultats en fioles ont permis de
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prévoir le comportement de la viscosité en bioréacteur. La distribution de la taille des
particules, de type log-normale bimodale, a été réduite de presque que 50 % ala suite
d’une hydrolyse thermo-alcaline. En plus, les boues hydrolysées fermentées ont donné de
meilleures suspensions liquides (augmentation de la dispersion) mieux adaptées aux

équipements de pulvérisation sur le terrain.

Les eaux usées d'amidon et les boues secondaires fermentées ont permis la production de
chitinases et 1’augmentation de I'entomotoxicité des différents bouillons fermentés (boues
non hydrolysées > boues hydrolysées > eaux usées d'amidon) et montré leur effet

synergique.

La récupération de I’entomotoxicité (Tx) par centrifugation était plus élevée pour les
milieux a base d’eaux usées et de boues que pour le milieu semi-synthétique a base de
soya et ce, en réduisant I’ajout d’additifs, contribuant ainsi aux réductions des coiits de

fabrication.

La combinaison recommandée, a la suite de 'essai des adjuvants, est présentée au
tableau 3. Les demi-vies, pour les formulations de Bt basées sur des eaux usées/boues
d’épuration en contact avec les rayons d’UV, étaient plus €levées que les demi-vies des
formulations & base du milieu semi-synthétique. Ceci suggére que les suspensions
biopesticides, produites a partir des boues/eaux usées, auront une plus grande efficacité

entomotoxique sur le terrain que les suspensions commerciales.

Les études technico-économiques ont mis en évidence que les formulations a base de

boues hydrolysées offraient la meilleure rentabilité pour les investisseurs.
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Tableau 3. Concentration optimale des différents adjuvants pour les diverses

formulations.
Type de Agents de Phagostimulants’  Agents collants / Agents anti-  Protecteurs UV
formulation suspension (0,5 % p/v) Adhérents’ microbiens’ (0,2 % p/v)
(0,2 % p/v) (0,5 % p/v)
Boues non Sorbitol- 9 %; Mélasses; farine de  Mélasses; poudre  Acide sorbique; Lignosul-
hydrolysées monophosphate de soya; farine de mais de lait écrémé  acide propionique  phonate de
sodium — 7 %; sodium;
metabisulfite de mélasses; rouge
sodium -5 % de Congo
Boues Sorbitol- 11 %, Mélasses Mélasses Acide sorbique; Lignosul-
hydrolysées monophosphate de acide propionique  phonate de
sodium — 5 %, sodium;
metabisulfite de mélasses; rouge
sodium -5 % de Congo
Eaux usées Sorbitol- 15 %; Farine de soya Mélasses Acide sorbique; Lignosul-
d’amidon  monophosphate de acide propionique  phonate de
sodium - 5 % sodium;
mélasses; rouge
de Congo;
acide p-Amino
benzoique
Soya (milieu  Sorbitol- 15 %, Avoine; farine de Poudre de lait Acide sorbique; Lignosul-
semi- monophosphate de soya écrémé methyl para phonate de
synthétique) sodium — 5 % benzoate; acide sodium;
propionique  mélasses; rouge
de Congo

T . ry 7 O . 4
Ces adjuvants ont ¢té seulement testés a des concentrations données.

6.3.

Principales recommandations

Compte tenu des résultats obtenus au cours de ces travaux de recherche et développement au

niveau du doctorat, il est possible de faire les recommandations suivantes (les détails sont

présentés au chapitre 8) :

1. L’addition de Tween-80 aux eaux usées d'amidon permettrait d'augmenter la récupération

des spores pendant la centrifugation. De plus, la fermentation en mode <<fed-batch>> et

'addition de chitine pourraient étre testées pour évaluer leur contribution a

I’augmentation de I'entomotoxicité aux préparations de Btk obtenues en employant des

eaux usées d'amidon comme matiéres premiéres.

2. Des études doivent étre effectuées d’une part, pour vérifier la présence d'autres facteurs

de virulence, a savoir : les phospholipases, les cytolysines et les protéines insecticides
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végétatives et, d’autre part, pour comprendre I’action synergique de ces facteurs de

virulence afin de maximiser 'entomotoxicité des Btk obtenus lors de la fermentation.

3. Des études sur le terrain, avec les formulations stables développées au cours des
présentes recherches, devraient étre effectuées pour en établir l'efficacité réelle sous
différentes conditions environnementales de pluie, de rosée, de vent, de rayonnement UV

et de feuillage.
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Valorisation des boues d’épuration

Résumé

L’épuration des eaux usées urbaines et industriclles, fait maintenant [I’objet d’une
réglementation stricte, produit des grandes quantités de boues dont il faut disposer de manicre
efficace. 11 existe aujourd’hui trois approches permettant d’améliorer I’efficacité des
méthodes de disposition : (1) le contréle de la qualité et la quantité des boues produites par
une amélioration des procédés d’épuration, ceci permet la faciliter la valorisation comme
fertilisant; (2) I’amélioration des méthodes de manipulation, de traitement et de disposition
des boues; et (3) leur valorisation par transformation en produits a valeur ajoutée. Différentes
options de gestion de boues ont fait ’objet de revues scientifiques et techniques et,
généralement, les auteurs s’accordent pour dire que la clef d’une gestion efficace des boues
réside dans leur valorisation. C’est cette perspective qui est explorée dans cette revue de
littérature sur la valorisation des boues. Cette revue identifie les différents produits a valeur
ajoutée pouvant &tre obtenus par la transformation des boues, notamment la production de
fertilisants, de matériaux de construction, de carburants, de dérivés biologiques et
d’adsorbants. Cette revue discute aussi des questions clés vis-a-vis les avantages et les limites

des procédés de valorisation ainsi que les domaines d’application.

Mots-clés: Produits biotechnologiques ; biosorbants; matériaux de construction; carburants;

amendements pour le sol; valorisation; boues d’épuration.
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Abstract

Sludges are inevitable products of wastewater treatment processes which have to be managed
efficiently to meet stringent laws and regulations being enforced day by day. Currently, there
exist three major options for complete sludge management — control at source by process
modification; improvement in handling, processing and disposal and reuse to produce value-
added products. The source control and improvement in handling and disposal practices have
been reviewed by various authors and it is actually sludge reprocessing to value-added
products which holds the future key to sustainable management. Thus, the primary focus of
this review is value-addition of sludge comprising recovery of different components and
development of commercial products. The production of various value-added products,
namely, soil amendments; construction aggregates; fuels; biotechnology products; biosorbents
and miscellaneous have been examined addressing the key issues of production method

limitations, benefits and possible field application.

Keywords: Biotechnology products; Biosorbents; Construction aggregates; Fuels; Soil

amendments; Value-addition; Wastewater sludge.
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Introduction

Increased global urbanization with concomitant growth in wastewater treatment plants
have led to a very large increase in the production of wastewater sludge. In North America,
several million tonnes of sludge is produced annually with the treatment cost being 50% of the
annual operating costs of wastewater treatment (Metcalf and Eddy 2003). Sludge treatment and
disposal has been investigated and reviewed extensively by different authors pointing to the
challenges involved and future possibilities of reuse (Low and Chase 1999; Werther and Ogada
1999; Neyens and Baeyens 2003; Liu, 2003). The wastewater sludge is generally disposed by
conventional means - landfills, incineration, and land application and other lesser means like
advanced treatment and other uses as shown in Fig. 1. Although land filling is currently the
most widely used disposal practice, yet this mode will not be sustainable at current or projected
levels far into the future due to increasing competition for landfill space, higher cost, more

stringent environmental standards and implementation of policies to promote recycling

(Metcalf and Eddy 2003). [ jkewise, despite the reduction in sludge volume by incineration, it
is known to cause secondary environmental pollution and is also cost intensive. On the
contrary, land application had gained lot of popularity in 1990s as 60% of the sludge produced
in France, 54% in Denmark, 50% in Spain, 44% in UK and 26% in USA was used in land
spreading (McGhee 1991; Hall and Dalimier 1994). Although land spreading causes soil
fertilization, yet some of the pollutants may be transferred to the soil and groundwater resulting
in the subsequent introduction into the food chain restricting their future uses (Sort and
Alcaniz, 1996; Andre 1999).

Thus, adverse environmental and health impacts of the sludge disposal options has paved
way to sludge value-addition which is a sustainable option in the cradle-to-cradle journey of
wastes as represented in Fig. 2. Normally, a life cycle approach is adopted for sludge
management strategies which include: compliance with the best possible practice with respect
to environment and health protection; energy use; greenhouse gas emissions; odour control;
volume reduction and public acceptance (Bridle and Mantele 2000; Gaskin et al. 2003; Dichil
2003; Spinosa 2004).

Nonetheless, these future trends and strategies will evolve rather than appear overnight. In
this context, this review is an effort to understand the production of value-added products (Fig.

3.) and their feasibility and viability as a part of the entire sludge management plan.
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Soil Amendments
Organic Matter- Soil Conditioner and Compost

The organic fraction of wastewater sludge is highly suitable for soil fertility improvement,
increasing microbial activity in the soil, contributing to the gradual decomposition of organic
matter and assimilation of specific nutrients depending on type, origin and characteristics of
sludge (Sastre et al. 1996; Petersen et al. 2003; Smith and Tibbett 2004). Recycling of sewage
sludge is already a common practice in several countries with 30% in Canada and 40% in the
UK (Webber et al. 1996). In Western Europe, current trends in waste management policies
favor land application as opposed to land fill deposition or incineration (Council Directive
1999/31/EC). Conventionally, dewatered sludge has been applied to agricultural land as a soil

conditioner.

Roe et al. (1997) researched the effects of different compost amendments, including
sludge and yard trimmings compost on seed emergence, seedling growth, plant growth yield,
and fruit quality of vegetables. They found encouraging results and the same was reflected in
the studies of Pinamonti et al. (1997) who found yields of cucumber, tomato and strawberry
higher than the controls. The increase in the yield was associated with improvements in the
physical properties of the soil, increases in soil pH, organic matter content and available
phosphate and magnesium in the soil (Weir and Allen 1997). Despite the soil fertilization
ability of sludge, presence of toxic heavy metals, organic pollutants and pathogens have been a
cause of concern on long term basis and even improvement in application methods has not
been of major benefit. In this context, Snyman et al. (1998) found that even the time gap
between seedling planting and sludge application caused inherent problems of heavy metal
contamination. Likewise, sludge when directly utilized in reed beds increased heavy metals
content and the number of Ascaris lumbricoides per mass of soil (Zwara and Pempkowiak
2000). Elsewhere, it was found that the rye roots absorbed higher quantities of trace elements
and formed a barrier to their transfer to above ground parts of the rye grass, with no significant
increase in the soil metal distribution over one crop cycle (Maisonnave et al. 2001). Though,

the metal concentrations were localised in roots, yet their disposal should be of major concern.

Combining agricultural use with degraded area recovery has been also known to
accentuate the use of sludge. When aerobic lime stabilized sludge was applied to the fields, the
production of dry matter of oats and maize was higher in the treatments and there was a
significant increase in calcium and magnesium contents further supplemented by phosphorus
and carbon (Andreoli et al. 2001; Gutierrez et al. 2001).
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Likewise, composted wastewater sludges, retained highly stable organic materials that
decomposed at a slow rate, therefore, releasing nutrients at a slower rate (Huang 1986; Wei et
al. 2000; Nissen et al. 2000). Compost also contributed to water conservation by reducing
water loss from percolation, evaporation, and runoff (Bart et al. 2002). In addition, compost
could be used to bioremediate many toxic contaminants in soil (Garland, et al. 1995; U.S. EPA
1997; U.S. EPA 1998).

Lately, low temperature carbonization of sludge has been utilized to form products which
can be used as soil amendments to improve permeability and water holding capacity. Some
useful minerals such as nitrogen, phosphorus and potassium are retained in each type of carbon
product (Shinogi et al. 2003). Although this process will lower the cost of sludge management,
yet, presence of some heavy metals is questionable and the technology is yet to take off

completely.

Nowadays, the research focus is also on integrated systems composed of sludge drying
facility and a landfill for residual waste (Brautlecht et al. 1998). The system is based on the
fact that thermal energy (biogas) produced in landfill operation is further used for sewage
sludge drying. This strategy reduces drying costs and the existing resources can be used in an
ecologically acceptable manner throughout the year.

The field application of sludge as a source of organic matter has been carried out with
excellent outcomes. At Indiana, U.S., it was found that the actual crop yields after sludge
application without use of any additional fertilizers increased. Hence, the prudent use of sludge
provided the producer with the lowest cost per unit of production (Schreeg and Jarrett 1996).
Some studies have been carried out where metalliferous mine wastes sites were improved by
. growing trees with dewatered sludge solids amendments (Black and Veatch, 1995; Whitbread-
Abrutat 1997). In general, all doses of sewage sludge treatments as soil conditioner are known
to influence the enzyme activity and contents of nutrients and organic matter of earthworm

casts and surrounding soil (Kizilkaya 2004).

In another attempt to rehabilitate mined soils by using annual ryegrass (Lolium rigidum)
and subterranean clover (Trifolium subterraneum), biosolids (digested sewage sludge) resulted
in good organic matter supply, (Rate et al. 2004) which was similar to the observations made
by Su et al. (2004). Meanwhile, ash amendment of sewage sludge has been found to
significantly reduce the availability of heavy metals by chemical modification (through
chemical speciation) into less available forms when greenhouse experiments were conducted

on corn and other plants (Sajwan et al. 2003; Su and Wong 2003).
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Thus, soil conditioning option of sludge application has been considered to be practical
and successively employed over years with high success rate and would continue as a feasible
option in the future. This reuse route will utilize large volumes of sludge aiding in sustainable
sludge management. Meanwhile, many uncertainties still remain to be addressed concerning
the transfer of pollutants to the environmental compartments and the food chain and in

particular, the role of sludge.

Sheet Cover

Sludge could also be employed as a valuable sheet cover to mitigate erosion in quarries. Sort et
al. (1996) in an exhaustive study on vegetation found that plot treated with sludge represented
less than 10 % of the erosion from the control plot. Even when the vegetation was well
developed, the erosion was lower in the plots where sludge had been applied. Composted
sludge when applied to a severely burned, previously forested site near Colorado enhanced the
plant cover and growth and controlled soil erosion. The runoff constituents were found below

drinking water levels except that for Pb (Meyer et al. 2001).

Risk assessment studies on infection and illness from enteric viruses after application of
class B biosolids to land proved that direct exposure to mesophilic digested sludge would
result in risk exceeding the US EPA’s recommendation of 1:10 000 yearly risk of infection
from a one time exposure (Gerba et al., 2001). Isolation of filamentous fungal strains from
domestic wastewater sludge showed five genera; Aspergillus, Penicillium, Trichoderma,
Myriodontium and Pleurotus. They were proposed to have the ability to convert domestic
wastewater sludge into compost by biomass production and growth rate on sludge enriched
media and hence production of compost for plant growth by conserving soil fertility (Molla et
al., 2003). )
Despite positive impacts of erosion control, sheet cover utility may lead to transfer of various
studge constituents into food chain resulting in possible biomagnification which still needs to

be determined.

Wasteland Rejuvenation

Sludge has also been directly employed to enhance biomass production of desert grasses, in
particular, blue grama and tobosagrass as it increased the plant tissue nitrogen aiding in
greening of arid and semi-arid rangelands (Fresquez et al. 1990; Benton and Wester 1998;

Mata Gonzalez et al. 2002). An investigation was conducted to examine aerobic digestion of
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the phosphorus-laden wastewater sludge produced at the Regina wastewater treatment plant in
feasibility of land use of this sludge combined with the dewatered anaerobically digested
primary sludge. Results showed that mixing the two digested sludges met the heavy metal
criteria set by various guidelines for agricultural use, presenting the advantage of an increased
concentration of nutrients and a decreased concentration of heavy metals, and a longer useful
life of the agricultural site compared to using dewatered anaerobically digested primary sludge

alone (Viraraghavan and Ionescu 2002).

Construction Aggregates/Bricks

When the sludge was subjected to conventional incineration, low bulk density and potential
heavy metal content of the by-products posed problems in its safe environmental disposal. This
stimulated the use of incinerated sewage sludge ash (SSA) as a valuable additive in the
production of bricks. The mortar was normally composed of: wet sludge, calcareous sand,
Portland 1 45/A cement and tap water, the quantity of which was determined with the flow
table test and the constituents were mixed homogeneously in a mixer (Valls and Vasquez
2001). In this kind of production, heavy metal content of sludge is crucial to ascertain leaching
potential into the environment. Despite most of the metals being within the limits, there was
still leaching of some specific metals and chloride ions which would augment the

environmental burden.

SSA can be subjected to many possible reuse options such as fine aggregates or as filler in
cement and road construction and as pozzolanic material. However, due to porous and irregular
morphology of SSA, it is difficult to adequately maintain water-to-cement ratio and
workability of SSA mortar simultaneously (Pan et al. 2003). Meanwhile, SSA influences the
finished brick product in many ways: ashes work as opening agents (because of their particle
size = 60-100 pm); high water absorption potential and Ca content increases demand for
gauging water; work as pore forming agents; as fluxing agent i.e. decreases the sintering
temperature of the mixture and finally affects the compressive strength depending on Ca
(softening agent) and Fe (hardening agent) content (Valls et al. 2001). Despite all the ardent
efforts to improve the product, leachability still remains questionable, limiting the product use

over a long period of time.

Although the bricks so developed were superior to the traditional ones on the basis of
strength and mechanical properties, but had various secondary problems like moss growth,
icing surface and whitening (Okuno et al. 1997; Weibusch and Seyfried 1997). There have

been several modifications made in the existing method of production of ceramic material,

62



Chapitre 2. Valorisation des boues d épuration

whereby flame melting has been considered to be a better option and the finished product can
be used as an extender for bentonite, an admixture for high flow concrete and additive for
synthetic lumber (Teratani et al. 2001). This manufacturing scheme has been further improved
by the use of crystallization furnace technology which saves energy and also enhances the

properties.

Sludge also has been put to use in the manufacture of slag, pumice and even Portland
cement (Onaka 1999). Sludge aggregate made from 100% sludge can be used to replace
granite in concrete without any compromise in compressive strength and cement-like materials
made from sludge can also replace ordinary Portland cement for up to 20% by weight (Tay et
al. 2002; Paya et al. 2002). Sludge-marine clay combinations containing pelletized aggregates
have demonstrated significantly low leachate levels after 150 days when used in concrete,

indicating insignificant environmental contamination (Tay et al. 2004).

Another option has been the use of glass aggregate appended sludge in the manufacturing
of floor tiles, abrasives, roofing shingles granules, and asphalt paving (O’Conor et al. 2001).
Furthermore, sludge enriched with heavy metals has been incorporated into the production of
bio-bricks (as no conventional material was utilized as ingredient), with incinerator ash as an
additive in place of clay and it was found that these bricks did not release heavy metals during
weathering or firing (Anderson et al. 1996, Anderson 2002). However, these bricks had some
drawbacks like increase in tempering water which may increase the firing cost and also the
requirement of addition of anti-scum agents which would increase the production costs. Thus,
further investigations are necessary to verify the feasibility and actual performance of SSA

based products in field.

The wastewater sludge has also been mixed with dam sediments and used as raw materials
for brick making through sintering process (Weibusch and Seyfried 1997; Huang et al. 2001).
A study carried out in Japan for six years proved that the dewatered sludge cake could be
reduced to 1/7 in weight and to 1/4 in volume by melting and solidification process and the air
cooled slag could be used as a substitute for natural coarse aggregate, including concrete
aggregate and back filling matenal. Low boiling point heavy metals volatilized, but were
trapped in the fume gas treatment process and no leaching of heavy metals was observed
(Okuno et al. 1997). Meanwhile, Cusido et al. (2003) reported the emissions of various volatile
organic compounds viz. methyl mercaptan, dimethyl disulfide and acetic acid with probability
of dioxins and furans from the firing of a ternary mixture of clays, sewage sludge and forest
debris.
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Conclusively, there are two principal problems of SSA which sometimes affects their
widespread use- a) strength sensitivity index is lower than normal fly ash and; b) water
requirements are higher when compared to ordinary cement clinker. Mechanical grinding of
the SSA could aid in overcoming these drawbacks, but incur mechanical costs which need to
be looked into. A great deal of effort would be required in market development of construction
aggregates (similar to that required for composts manufactured using sewage sludge) due to
fixation of metals, toxics leachability after a period of time which remains a pertinent problem.
Further, the processes/methods utilized in the construction aggregates production may impose
an energy requirement which necessitates an energy-material-product benefit analysis to
estimate the final product costs. Moreover, the abundance of traditional materials in certain

geographical regions would also limit the use of aggregates.

Fuels

Oils

In the past, little quantity of oil was recovered from incineration processes tagged with
secondary pollution problems. This led to the evolution of higher efficiency, moderate
temperature processes with low emissions of NO, and SOy and also lower operational costs
when compared to incineration (Avenell et al. 1996). Normally, these processes involved
pyrolysis of sewage sludges under moderate temperatures (300-600°C) and varying gas
residence times (1.5-3.5 s) in fluidized-bed, fixed bed and rotary reactors.

Cassidy et al. (1998) reported the pyrolysis of dewatered and dried sludge, when heated to
400-700°C in an oxygen deficient environment, the inert part was converted to coke like
material and organic fraction was gasified, when cooled. The oil so condensed could be further
used for energy production. The organic fraction could also be used as a raw material for
activated carbon. There have been studies where the sludge has been converted thermally to
liquid and solid fuels, oil yields have ranged from a low of 13% for an anaerobically digested
sludge to a high of 46% for a mixed raw sludge. Char yields have ranged from 40 to 73% at the
optimum operating temperatures (Bridle and Campbell 1984). A well developed technique
called “sludge to fuel” (STF) involved a process that converted sludge organic matter into an
incinerable oil using a solvent, atmospheric pressure, and temperatures in the range of 200-
300°C (Millot et al. 1989) or alternatively, high pressures in the range of 10 MPa combined
with high temperatures (Itoh et al. 1994; Boon and Thomas 1996).

TMss

The widely known “Enersludge ™ process uses dewatered sludge, containing 28% solids,

further sent to a dryer. The organics were catalytically (in-situ presence in sludge) converted to
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hydrocarbons in the second reactor and then condensed, separated, and cleaned ready for either
further processing or use as fuel in power generation. Non-condensable hydrocarbons, along
with a non-volatile carbon char passed from the conversion reactor to the hot gas generator
where they were burned to produce heat. The heat was used to dry the incoming sludge cake,
thus, completing the cycle and utilising all the heat of combustion in the process. Ash
remaining after combustion was cooled and stored ready for sale (Mantele et al. 2000). Typical
product and energy yields of this process are presented in Table 1 and schematic is illustrated

in Fig. 4.

Other oil production processes employed activated alumina pyrolysis of digested, dried
sludges or toluene extracted sludge lipids at low temperatures of 300 — 600°C (Abu-Orf and
Jamrah 1995; Abu-Orf et al. 2001). Shen and Zhang (2003) studied the recovery of oil from
sewage sludge in a fluidised bed reactor. They found that a maximum oil yield of 30% (weight
% of dry activated form of sludge fed) was achieved at a bed temperature of 525°C and a gas
residence time of 1.5s. The structure of sewage oils comprised a group of aromatic clusters
with one to three aromatic rings connected by long straight chain hydrocarbons with hydroxyl

groups.

The successful development of oil from sludge (OFS) process was started by the
Environmental Canada Wastewater Technology Centre in Canada in 1982, based on the
research originally carried out at Tubingen University in Germany involving two stages —
pyrolysis and catalytic conversion in the presence of char to oil (Kyriakos 1990; Hudson and
Lowe 1996). The Tubingen process was carrted out at alow temperature of around 300°C and

produced 20-30% oil per kg of dry sludge.

Many tests have successfully revealed that the oil obtained from sewage sludge pyrolysis
could be used directly in diesel fuelled engines and was comparable to low-grade petroleum
distillates from commercial refineries (Campbell 1990; Werther and Ogada 1999).

Although, oil production from sludge has been commercialised to some extent and the
entire process is sustainable as nothing has to be disposed off finally and even the ash
produced has commercial application in concrete aggregates which compensates for its cost,
yet the efficiency (calorific value) in comparison to conventional oils requires further
investigation. In addition, the liquid sludge has to be dewatered to ensure better performance of

the production process which in itself is an energy intensive process.
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Gas

Traditionally, lignocellulosic biomass has been employed for the production of eco-friendly
bio-fuels with low yields. But, recently, a study enumerated that biohydrogen production from
solid waste lignocelluloses could be stimulated with the use of raw sewage sludge as microbial
seed to enhance recovery in the anaerobic process. The hydrogen composition of the biogas
was greater than 50% with lower concentration of methane. Nevertheless, the heavy metal
content was a matter of concern in the gases too (Lay 2000). Likewise, digested sludge was
utilized as an inoculum for enhanced degradation of ortho-fruit waste in the ratio 9:1 to
produce biogas (Lastella et al. 2002).

Noell conversion process developed in Germany is a novel venture to gas production
whereby the sludge is thermally digested to produce synthesis gas, sulphur and vitrified slag
with no problem of emission of mercury or dioxins and furans (Jaeger and Mayer 2000). Noell
has acquired significant operation experience from their pilot-scale plant in Freiburg/Sachsen
which has been operating since 1979. The experience enabled them to construct and

commission a 130 MW large scale plant which has been operating near Berlin since 1988.

The combustion process parameters of the sludge-fuel conversion comprise water; mineral
contents and the calorific value of sludge. These parameters, in turn, influence the combustion
process in the boiler, such as excess air ratio, temperature in the combustion chamber and
volume of the flue gases. The critical parameter from environmental point of view was the
content of heavy metals, which were sometimes emitted to the atmosphere with the flue gases

and dust particles.

Several wastewater sludges have been tested for their ability to anaerobically degrade
methanethiol waste. This process recovered 80-90 % of elemental sulphur with simultaneous
production of biogas. However, the process at large scale lost its efficiency after 100 days of
start-up time and required additional and external carbon sources viz. sucrose and acetate

increasing production costs (Sipma et al. 2003).

The resulting biogas product from all reactors normally comprised H,, N,, CO, CO, and
CH, with a maximum average gross calorific value of 4 MJ /m’. Around 10 —11% (v/v) of this
product gas was hydrogen which could be utilized for fuel cells (Midilli et al. 2002). The
literature is replete with hydrogen production studies using various reactor configurations with
sewage sludge as proton donor (Wu et al. 2002; Lee et al. 2003). Sludge can also serve as a
valuable energy source after removing the inorganic fraction and water and improving the

carbon source. Sludge hydrolysis is one of the means to gaining an indirect energy source
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where both raw and digested sludge can be treated for improving biogas production by 40%
(Odeby et. al. 1996). Lately, valuable biogas from homogenized sludge has been harnessed in
significant amounts coupled with mass reduction of sludge. There was 30% extra energy
obtained from thickened and disrupted sludge (obtained by ulrasonication) than untreated
samples and was higher than that invested during disruption and digestion processes. There
was a concomitant 23% sludge reduction and this new process could produce extra energy for
local electrification and heating the digester while sludge reduction provided economic
benefits (Onyeche 2004). Thus, concentration of sludge to higher solids concentration would
cause reduction in digester investment cost as well as reduction in operational time for sludge
dewatering. Another recent study has brought about the importance of pre-treatment of
wastewater sludge for production of methane/hydrogen by using Clostridium strain. Hydrogen
yield followed freeze/thawed > acidified > sterilized > original sludge > sonicated; while
methane yield followed sonicated > freeze/thawed > sterilized > acidified > original sludge
(Ting et al. 2004). Thus, production of energy in the form of methane/hydrogen from
wastewater sludge via pre-treatment by enhancing nutrient assimilation and increase in
methanogenic bacterial growth holds another key to “eco-friendly fuel” and requires further

systematic research in this area.

Although chemical processes (example, pyrolysis) produce a high calorific fuel in
comparison to biological processes, yet the former suffer the problem of secondary pollutant
production and generation of secondary sludge ash. Considerable non-combustible particles in
the fuel derived from wastewater sludge may cause serious problems and variable moisture
levels that could make storing the fuel difficuit. But, to solve these technical snags with further
technological advances, research is required, keeping in mind the biological origin of the
wastewater sludge. At this juncture, a compromise could be reached between chemical and
biological production processes by carrying out elaborate studies on specific parameters

affecting fuel production.
Biotechnology Products

Bioplastics

Development of bioplastics from activated sludge is another route of sludge reutilization.
Polyhydroxyalkanoates (PHAs) are the polymers of hydroxyalkanoates that accumulate as
carbon/energy or reducing-power storage material in various microorganisms. Bacterial
populations adopt a survival strategy when exposed to feast and famine conditions, whereby
they store a large fraction of the soluble substrate, when available, as storage polymers such as

poly-B-hydroxybutyric acid (PHB). This served as an NADH-overflow mechanism to control
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the redox state of heterotrophic cells during unbalanced growth conditions (Senior and Dawes
1973; Van Niel et al. 1995). These biopolymers could be processed to bioplastics (Kessler et
al. 2001, Nonato et al. 2001, Kim and Lenz 2001). The main reasons for reduced diffusion of
PHAs into the plastic market are higher cost of the selection of microorganisms and substrate
(Anderson and Dawes 1990). Indeed, most. processes for PHA production are based on pure
cultures of particular microorganisms (e.g., Ralstonia eutropha) grown on well-defined
nutrient-deficient synthetic media (Doi et al. 1987; Lee 1996a).

However, the conventional approach of using synthetic media has now been replaced by
alternate cheaper substitutes. The PHA content of activated sludge can be increased to 62% in
a microaerophilic—aerobic sludge process (Satoh et al. 1998; Takabatake et al. 2002). This
process utilized mixed culture in comparison to conventional pure systems and hence the
process was more cost effective. There have been some other studies on the usage of industrial
food wastewater as nutrient source for microbes. Bench experiments showed that
microorganisms from the municipal activated sludges used the nutrients from malt and soya
wastes to biosynthesize PHAs very efficiently (Yu et al. 1999). When compared with a pure
culture (more than 88% of cell dry weight) (Lee 1996b), the merits of PHA production in
mixed culture would be an enhanced economy, a simpler process control, no requirement of
monoseptic processing, and an improved use of wastes (Satoh et al. 1998). Hence, a
considerable effort has gone in producing PHA using mixed cultures (Ueno et al. 1993; Matsuo
1994; Saito et al. 1995; Hu et al. 1997; Brdjanovic et al. 1998; Tsunemasa 1998; Chau and Yu
1999; Takabatake et al. 2000, 2002; Tohyama et al. 2002; Beun et al. 2002; Van Loosdrecht
and Heijinen 2002).

Kumar et al. (2004) carried out studies using food processing wastewater treatment plant
activated sludge for the production of PHB with inoculum from sewage sludge and they found
that variation of C: N ratio played a vital role. PHB can be accumulated in a large quantity
concurrently with the growth of the bacterium, by making the growth rate very slow compared
with the generation time of a bacterium in the case. Thus, enrichment of municipal sludge with
agro-industry sludge stimulated the production of bioplastics. PHB can also serve as a valuable
carbon source for wastewaters with low C: N ratio acting as a cheap carbon substrate for
bioplastics manufacture (Third et al. 2003). Sawayama et al. (1999) reported the PHB
production rate based on acetate media and PHB content based on dry biomass of about 6.6-14
mg/L/d and 15.1-25.3%, respectively, using photosynthetic bacteria in anaerobic activated
sludge. The results have shown that PHB was stored in the presence of ethanol but not in
presence of glutamic acid (Beccari et al. 2002). There has also been production of bioplastics

from activated sludges by feeding simple organic acids- acetic, propionic and lactic acid in a
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periodic mode (feast and famine regime) in a sequencing batch reactor (Dionisi et al. 2001).
The immediate biomass response to substrate excess (as determined through short-term batch
tests) was characterized by a storage rate and yield of 649 mg PHA (as COD) g biomass (as
COD) "' h! and 0.45 mg PHA (as COD) mg removed substrates (as COD™), respectively. As
for the PHA composition, the copolymer poly (B-hydroxybutyrate/B-hydroxyvalerate) with
31% of hydroxyvalerate monomer was produced from the substrate mixture (Dionisi et al.
2004). Although this technology looks promising from point of view of scale-up, yet
production should be further increased by performing enrichment and production of biomass at
higher organic load rates than tested in most of the studies to make the process economically

attractive.

The major technical difficulty with bioplastics production processes from wastewater
sludges was the optimization of low organic loading rates and also economically lower yields.
This necessitates extensive experimentation on enhancement of organic loading rates and
efficacy of utilizing mixed substrates (e.g., municipal sludge and agro-industry wastewater
sludges) with mixed cultures. Overall cost of these processes will be sustainably reduced due
to cheaper substrates and non-sterile reactors with little process control. Further, inherent
culture stability and use of open fermentation eliminates the traditional bottlenecks of
continuous monoseptic fermentations. Sludge to bioplastics could be a novel option with
extended studies on applicability options and its potential beneficial effects and after effects, if

any.

Biosurfactants

They are biologically synthesized surface-active agents (extracellular macromolecules)
produced as metabolic by-products during microbial transformation of organic substrates. They
are readily biodegradable and possess properties comparable to chemically produced
surfactants and can be used for various applications such as in food, personal-care products and
household/laundry detergents (Khaled et al. 1992; Kosaric et al. 1992). Wastewater sludge has
been explored to produce biosurfactants by various routes by using Bacillus licheniformis and
Bacillus subtilis bacteria as discussed by Gallert and Winter (2002).

Initial study on biosurfactants was limited to batch reactors and the substrates comprised
molasses, used vegetable oil, and olive oil, representing food processing wastewaters as sole
carbon source with the salt medium (Vipulanandan and Xen 1995). Subsequently, activated
sludge was successfully used in producing biosurfactants from various organic substrates

(carbon source) under non-aseptic conditions. Performance of the biosurfactants produced
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from activated sludge using wastewater as carbon source was comparable to the biosurfactants
produced using pure cultures under aseptic conditions with expensive pure organic substrates
(Nitschke and Pastore 2003). Recently, a study on Gordonia amarae, a filamentous
actinomycete found in foaming activated sludge wastewater treatment plants was investigated
for its biosurfactant production capability. The maximum biosurfactant production was 3 folds
the critical micelle concentration (CMC) with hexadecane as the sole carbon source, and 5
folds of CMC with the mixture of hexadecane and acetate (Pagilla et al. 2002).

However, the pathogenicity of certain microbial strains has been always off-putting the
large scale production of biosurfactants. The toxicity and antigenic properties of mycobacterial
glycolipids, produced by pathogenic mycobacteria such as M. avium-intracellure, M.
scrofulaceum, and M. fortulitum, which are habitats of water polluted with industrial and
domestic residues (Jardine et al. 1989) and methylrhamnolipids from Pseudomonas aeroginosa

(Hirayama et al. 1982), are well known.

The biosurfactants production from wastewater sludge is in its infancy and more
optimization of process parameters and selection of non-toxic strains would push this research
area. They have great application in bioremediation of non-polar compounds which requires
more studies on fate and transport of different compounds. Hence, production of biosurfactants
mandates stricter scrutiny of the microbes as some bacterial taxa may be of public health
concern. Furthermore, biosurfactants could be explored as a novel option for sludge
management by use of high performing non-pathogenic strains like Bacillus licheniformis,

Bacillus subtilis and others.

Bioflocculants

Bioflocculants production from low molecular faﬁy acids has also been developed as an
innovative strategy for the utilization of waste sludge digestion liquor. A large number of
bioflocculants were purified and reported to belong to functional proteins (Koizumi et al.
1991) or polysaccharides (Takagi et al. 1985; He et al. 2002, 2004). They have been widely
used in chemical and mineral industrial fields such as wastewater treatment, dredging,
downstream processing, fermentation and food industries. In particular, they are very useful in
fermentation, brewing and food industries for harvesting microbial cells from broth as a
substitute for centrifugation and filtration (Nakamura et al. 1976).

Several bioflocculants have been developed by using synthetic growth media which have

efficient flocculating activities comparable to synthetic flocculants (Kurane et al. 1994; Lee et
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al. 1995; Yokoi et al. 1998). However, the higher production cost owing to usage of expensive
substrates viz. glucose and sucrose limits their wide use. This propelled studies on the
screening of low molecular weight volatile fatty acid utilizing bioflocculating bacteria Bacillus
sp. As-101 from wastewater sludge (Kim et al. 2000). The flocculating activity of these
bacteria was stimulated by the addition of AP, Fe’* and Ca®* in optimum concentrations of
0.2, 0.25 and 8 mM, respectively (Salehizadeh et al. 2000). Citrobacter sp. TKF04 was
screened for producing a bioflocculant from acetic and propionic acids which was recovered
by ethanol precipitation. The bioflocculant was capable of flocculating a kaolin suspension and
many other suspended particles like diatomite, bentonite, activated carbon, soil and activated
sludge, when added at a final concentration of 1-10 mg/L. The structure of the bioflocculant
resembled chitosan like polymer (Fujita et al., 2001).

In spite of various studies carried out on production of bioflocculants, none of them have
been practically applied in industry due to lower productivity and higher production costs.
Utilizing sludge as a raw material for their growth and further optimizing the fermentation
process (different process parameters) needs to be addressed seriously to tackle the scale-up
issues. Additionally, each bioflocculant obtained from wastewater sludges must be
characterized (ionic properties, structure) as this would serve as the basis for selection of

process parameters to realize process optimization.

Biopesticides and Enzymes

Another encouraging step has been the utilization of biotechnology in the development of
biopesticides from wastewater and wastewater sludge. Production cost of conventional
biopesticides which is a major restriction in their commercial use (Lisansky et al. 1993) could
be substantially reduced by using wastewater (sewage) sludge as a raw material. Production of
Bacillus thuringiensis (Bt) based biopesticides has been very attractive (Tirado-Montiel et al.
1998; Sachdeva et al. 2000; Vidyarthi et al. 2002) option to replace chemical pesticides. In a
batch culture, the optimization of different fermentation parameters viz. temperature, pH,
agitation and aeration, volume and age of inoculum, sludge suspended solids concentration,
C/N ratio and various pre-treatments methods of sludge indisputably allowed to achieve higher
entomotoxicity (biopesticidal potential) in the final product (Lachhab et al. 2001; Tirado-
Montiel et al. 2001; Vidyarthi et al. 2001; Vidyarthi et al. 2002; Tirado- Montiel et al. 2003).
Pilot scale studies and formulation development have also reaped encouraging results (Yezza
et al. 2004, 2005 a, b; Brar et al. 2004, 2005, 2006). In fact, comprehensive studies on different
aspects of biopesticides production, namely, fermentation, downstream processing,
formulation development and potential field application studies have shown positive results

with immense potential for this alternative as presented in Fig. 5. Recently, Verma et al. (2005)
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have also reported the use of wastewater (sewage) sludge as raw material for production of
Trichoderma sp. based bioherbicides/biopesticides which have broad spectrum activity in
comparison to Bt. This technology is giving encouraging results in bench scale fermenters too
(data unreported). Two principal problems associated with the use of wastewater sludge as a
sole raw material are the presence of toxic heavy metals and pathogens. As far as pathogens
are concerned, the sludge 1s sterilized prior to biopesticide and enzymes fermentation where all
types of pathogens are eliminated. The metals concentration in sludge is regulated by federal
and provincial laws for agriculture, forestry and other use. Thus, sludge respecting the
regulations 1s selected for fermentation. Another aspect is the actual quantity of sludge
required for Bt growth and subsequently for application in forest or agriculture to control
insects. The current application rate of the formulated Bt product to control spruce budworm in
Canadian forests is about 30 BIU (billions of IU) per hectare (or 1.5 L of the product with
potency 76B or 76BIU/gallon) (Valéro et al. 1999). The calculations based on research results
which were based on relative units defined as spruce budworm units required 37.5 BSBU per
hectare (or 1.9 L of the product with potency 76B or 76BIU/gallon). Thus, the amount of Bt
fermented sludge to kill spruce budworm is approximately 65 g of Bt fermented sludge per
hectare. This quantity is very low with sludge application permitted for agriculture land
application (15-30 tons per hectare depending on N, P, K content) and hence metal

contamination risk is almost nil.

Excess sludge obtained from municipal wastewater treatment plants has been studied for
possibility of recovery of enzymes, namely, protease, amylase, glucosidase, lipase and
dehydrogenase by dyno mill disruption (Jung et al. 2001). Protease exhibited a higher activity
of 69% compared with other examined enzymes implying its potential application to enhance
in-situ hydrolysis of protein in wastewater treatment (Jung et al. 2002). Despite the protease
production, its economical separation remains a big challenge. Tyagi et al. (2001) and
Lamontagne (2004) observed the possibility of production of enzymes like alkaline proteases
in substantial concentration (4.58 IU/ml) simultaneously along with the Bt biopesticides. In
fact, the production of proteases from wastewater sludge in pilot scale fermenters has also
yielded positive results (Yezza et al., 2005 a, b, 2006). Knowledge of the types of enzymes —
intracellular and extracellular and constitutive and/or induced will aid in the production of high
yields substantiating the process engineering and economics. Molecular taxonomic studies
using rRNA genes revealed that up to 80-90% of the microorganisms that exist in activated
sludge cannot be grown using standard cultivation techniques (Amann et al., 1995; Gessesse et
al., 2003). Because of this limitation, one cannot easily produce different enzymes in the

laboratory for biochemical and molecular characterization.
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Production of biopesticides from sludges warrants intensive investigation into
development of alternative biopesticidal formulations (microencapsulations; dry powder and
granules) for use in agriculture which are currently in progress in our laboratory at INRS-ETE.
Simultaneous production of enzymes and biopesticides ropes in dual production resulting in
further cost reduction. Enzyme production would be a novel venture as it would reduce the
cost of detergents by usage of cheaper sludge derived products, at the same time, utilizing the

entire fermented product in the deal.

Nutrient Source and Biofertilizers

The sludge can also be used in the recovery of nutrients i.e. phosphorus and nitrogen. Nitrogen
is mainly present as ammonium and organic nitrogen. Unlike nitrogen, phosphorus is not an
endless resource. The apatite mines known today will be empty within 150 years and we will

have no reliable phosphorous sources left, stimulating phosphorus recovery from sludge.

Phosphorus is recovered from sludge by solubilization (more than 90% dissolves) which
can serve as a fertilizer as an addendum with the conventional NPK fertilizer (Cassidy 1998;
Hansen et. al. 2000). There is also possibility of producing calcium magnesium acetate by
using residual biomass (Palasantzas and Wise 1994) from sewage sludge; this production
mechanism would generate cost savings of 68% over conventional disposal costs. There have
been some studies carried out in the late 80s on the possibility of extraction of fats, proteins
and vitamins from sludge (Frost and Campbell 1986; Webber et al. 1986; Vriens et al. 1989;
Webber 1990, 1991). All these possibilities sound interesting theoretically, but practically do
not solve the problems of enormous quantities of sludge encountered in reality. No current

studies have been reported on these issues.

Kim et al. (2002) studied the feasibility of sludge as micro-media with addition of
clinoptilolite where the organic matter was removed with 95% efficiency. This also enhanced
sludge settleability (clinoptilolite acted as floc seed) and nitrification by 90%, due to high
concentration of nitrifiers attached to micro media. Likewise, dewatered and dried powdered
sewage sludge when used as an alternative nutrient to yeast extract (YE) to promote the
degradation of lipid materials by a thermophilic oxic process (TOP) gave degradation
efficiency of 82.9% while that attained with YE was 68.3% (Nakano and Matsumora 2002).
Traditionally, energy recovery and nutrient reuse from sewage sludge has been achieved via
anaerobic digestion/power generation with land application of the biosolids. Nevertheless,
pyrolysis can also accrue some benefits of nutrient recovery in the pyrolysis char along with

the production of oil (energy) as reported by Bridle and Pritchard (2004). Laboratory soil
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incubation studies using char in Australia were conducted over an eight-week period to
confirm nutrient availability. Results showed that phosphorus in the char was plant available
although the nitrogen was insoluble (Bridle and Pritchard 2004).

Research findings have also led to the utility of various types of wastewater sludges as
raw materials for growth of Rhizobium (nitrogen fixers) inoculants (Ben Rebah et al. 2002a).
The sludge based biofertilizers have been tested on plants such as soya and alfalfa at pilot plant
levels and proven to be more efficient than the pre-existing ones with same symbiotic
efficiency (nodulation and plant yield) as yeast mannitol broth based inoculants. The
inoculation increased the nodulation indices (capacity to form nodules) from 4-6 to 8—12, and
the rhizobial number from 10° (uninoculated soils) to 10°-107 cells/g in inoculated soils. Salts
and heavy metals content in sludges showed no deleterious effects on soil fertility (Ben Rebah
et al. 2002b). Acid and alkaline treatment of sludges resulting in production of simpler
substrates for the growth of bacteria enhanced the rhizobia production and utility of more
sludges in terms of higher solids concentration (Rebah et al. 2001). Although wastewater
sludge in itself was found to be a complete nutrient source, yet nutrient supplements like yeast
extract and glycerol did increase the cell yield (Ben Rebah et al. 2002c). Additionally,
wastewater sludge offered better protection for rhizobia survival during freezing and thawing
at -20°C than the conventional medium as well as the suitability of sludge as a carrier which
will aid in maintaining high numbers of rhizobia during storage conditions (Ben Rebah et al.
2002d). Hence, sludge could serve as a novel substrate as well as formulation adjuvant (in dry

form) for production of biofertilizers nourishing the soil and plants.

However, unlike manufactured fertilizers, whose nutrient properties can be formulated for
optimum application, treated sludges sprayed at agronomic rates (a rate equivalent to the
amount of fertilizer nitrogen applied to the soil for the crop grown) to satisfy the requirement
for one nutrient may cause the levels of other nutrients to be excessive or remain deficient.
Also, the inorganic forms of nitrogen (nitrate and ammonium) are immediately available to the
crop, whereas, organic forms are not available to the crop and must first be mineralized by
microorganisms to inorganic forms. If organic nitrogen mineralization is not properly
accounted for, overfertilization may occur that will subsequently lead to nitrogen leaching.
Therefore, taking into account the possible hurdles to account for probable commercialization
of nutrient sources, serious and concerted efforts are required. Long term studies need to be
carried out on probable leachability of toxics and heavy metals from soils comprising these

biofertilizers.

74



Chapitre 2. Valorisation des boues d’épuration

Biosorbents

Sewage sludge is carbonaceous in nature and rich in organic materials. Hence, it has the
potential to be converted into activated carbon, on pyrolysis under controlled conditions or
with some chemical treatment. This conversion could offer the combined benefits of reducing
the volume of sludge and producing a valuable adsorbent with lower cost than commercial
activated carbon (Jeyaseelan and Lu 1996, Martin et al. 1996).

Conventionally, adsorbent materials from sewage sludge were produced by chemical
activation by H,SO, impregnation followed by pyrolysis. The parent sludges were initially
oven dried at 105°C to constant mass and then subjected to chemical activation by
impregnating with H,SO,4. The ensuing activated sludges were then pyrolysed under inert
nitrogen, and subsequently washed with dilute HCl (10% by mass).These adsorbent particles
were ground to desired particle sizes of greater porosity and higher surface area (Otero et al.,
2003). Flow melting of sludge ash into glass like material due to presence of silicon oxide and
aluminium oxide has been also used for development of adsorbents for heavy metal removal or
as liner in landfills (Pan and Tseng 2001). In general, similar to fly ash and blast-furnace slag,
the SSA can also be reused as an adsorbent for copper removal from wastewater with a
removal efficiency of 98% (Pan et al. 2003).

Alternate method of activated carbon preparation involved activation of anaerobically
digested sewage sludge with 5 M ZnCl; followed by pyrolysis at 500°C for 2 h under nitrogen
atmosphere. It was found that this method improved the properties viz. surface area and pore
size distribution, elemental composition and ash content, surface chemistry structure and
surface physical morphology and it turned out to be a cost effective option in comparison to

existing conventional methods (Chen et al. 2002).

Sewage sludge-derived fertilizer, Terrene, was also used as a precursor of adsorbents
tested for removal of hydrogen sulfide from moist air. The highest H,S removal capacity was
obtained for the sample carbonized at 950°C (Bagreev and Bandosz 2002).

Trials have also shown that the specific surface of sludge based adsorbents was lower than
the commercial activated carbon, but they acted in the similar manner (Hagstorm et al. 1997).
Sewage sludge can be conveniently used in the development of adsorbents by pyrolysis and
chemical activation, which can play an important role in the removal of many adsorbates like,
dyes, organic pollutants and many others. Further studies need to be carried out to study the

synergistic/antagonistic effect of pollutants and also to ascertain the probable adsorptive
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behaviour at molecular level (Otero et al. 2001). There have been other means of producing
adsorbents by mixing with organic polymers to yield stable products, termed as composite
adsorbents. Composite adsorbents have also been considered as a viable option by mixing
water plant sludge with phenolic resin having the ratio of 1:1, 1:2, and 1:3 respectively, curing
from 100°C to 170°C under N, atmosphere, and then activating with N, at 700°C. These
adsorbents presented very promising total organic carbon removal efficiency of 98% and 32%

for NH," salts, which was identical to commercial activated carbon (Myung and Kim 2001).

A study in the same context utilized four steps of adsorbent generation from sewage
sludge viz. drying at 105°C, drying and pyrolyzing, drying and chemical activation. Although
surface area corresponding to pyrolyzed and chemically activated sludge was higher (80-
390m*/g), yet dried sludges showed better adsorption of the adsorbate, methylene blue (Calvo
et al. 2001) and safranin (Rozada et al. 2003). The sludge biomass can also be used directly for
adsorption of dyes and it was found that the activation energy for the same process was 1.45
KCal/mol and kinetics was controlled by intraparticle diffusion (Chu and Chen 2002). Also, it
has been found that sludge derived activated carbon performed better when removing dyes
with a higher presence of anionic solubilizing groups and heavy metals (Martin et al. 2002). It
was reported in one of the studies that methylene blue adsorption occurred faster than that of
safranin, and it was preferably adsorbed when treating binary solutions (Rozada et al. 2003).
Other similar studies have reported faster removal of dyes than organics. Otera et al. (2003)
found that crystal violet adsorption had been higher and faster than indigo carmine or phenol.
Another investigation by Annadurai et al. (2003) examined the adsorption capacity of an
adsorbent for synthetic dye, Rhodamine 6G, derived from microwave treated activated sludge.
Energy cost analysis performed in this study demonstrated the feasibility of applying the

proposed microwave process for production of sludge based adsorbents.

Wastewater sludges have also been used as a carbon source for odorous gas treatment via
adsorption and for flue gas treatment via desulfurization, albeit both with limited application
(Krogmann et al. 1997). Digested sludge has been used as an adsorbent in many of the studies
to remove dyes from water, and it was found that the specific surface area of the adsorbent was
quite good as much as 82-150 m*/g (Weng et al. 2001; Weng et al. 2003). Similar to powdered
activated carbon being conventionally used for adsorption of dyestuffs, Kargi and Ozmihci
(2004) explored the probability of acid washed powdered activated sludge (PAS) in shake flask
tests for the removal of six different dyestuffs by adsorption. Only one dye was adsorbed in
superior amounts (Direct Yellow 12) and otherwise all adsorptions profiles followed

Freundlich isotherm. It was found that that PAS had a good adsorption capacity for large
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molecular weight compounds and limited removal efficiency of smaller molecules such as
phenol (Martin et al. 2004).

A study was conducted using waste anaerobic dead biomass (WADB) for the uptake of Pb
(ID), Cr(VI), Cu(1l), Ni(II) and Zn(II). Metal absorptive capacity tests were evaluated at 25°C
and pH of 4 and Pb (II) was adsorbed with the highest capacity fitting well into the Langmuir
adsorption isotherm (Haytoglu et al. 2001). Zhai et al. (2004) also reported that WADB offered
several advantages like high surface-to-volume ratios and anionic cell walls; no requirement of

nutrients and easy availability.

Thus, many studies have investigated the biosorption of heavy metals using activated
sludge, fungi, algae and yeast as biosorbent, in either living or non-living forms (Crist et al.
1990, 1992; Gourdon et al. 1990; Aksu et al. 1990, Zhou and Kiff 1991; Battistoni et al. 1993;
Cordor and Reeves 1994; Churchill et al. 1995; Imai and Gloyna 1996; Yang and Volesky
1996; Butter et al. 1998; Kapoor and Viraraghavan 1998; Matheickal et al. 1999; Zhai et al.
2004). The effect of metals and chemical pre-treatment on biosorption has also been well
established (Mueller and Steiner 1992; Bhattacharya et al. 1995; Alkan et al. 1996; Fang 1997;
Lin and Chen 1997; Leighton and Forsters 1997). Many biosorbents suffer from the problems
~ of leaching of organic matter and metals, however, this can be overcome to a small extent if
sodium and calcium alginate immobilized sludge is used for the same purpose (Chen et al.
2002). But, all these studies for metal removal ignore effects of competitive inhibition and

complex antagonism and most pertain to laboratory batch tests.

It could be inferred that sewage sludge-based activated carbon may be promising for dye
removal from aqueous streams, but it remains to be ascertained as to which type of adsorbent
can treat all wastes/pollutants (e.g. waste gas streams). Despite abundance of literature on
adsorbent production from sludges and the feasibility analysis, this mode of value addition
produced mixed results with organics and other pollutants, especially, waste streams removal
and most results were an outcome of batch studies raising questions on their practical
application. Hence, extensive studies need to be carried out to understand the
synergistic/antagonistic effect of each pollutant with the adsorbent and its repercussions on the
environment (secondary disposal/reuse options). Meanwhile, composite adsorbents gave better
sorption performance, but cost factor was high which could be decreased by considering

biosorbents.
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Miscellaneous

Animal feed

Many studies in the early 1980s proposed the possibility of utilization of sewage sludges as
animal feed. Amino acid analyses indicated that activated and trickling-filter sludges contained
adequate amounts of amino acids required for normal avian and mammalian nutrition, with the
possible exceptions of sulphur containing acids, methionine and cystine (Kavanagh et al.
1982). Activated sludges compared well with soyabean meal and fish meal in terms of protein
content (Tacon 1979a; Tacon et al. 1979b). Some studies indicated that sewage sludge water
extracts could serve as excellent nutrient source for algal growth (Wong 1977; Yip and Wong
1978). This was prompted by the fact that extensive usage of algae in oxidation ponds resulted
in efficient removal of nitrogenous and phosphorus compounds. But, this application was
limited by the processing costs in terms of separation processes involved at final harvesting
stage. There were some novel methods of self-filtration of algae by predators in the aquatic
system, but then this imposed the problem of heavy metal flow across the food chain leading to

biomagnification (Suffern et al. 1981).

Utilization of photosynthetic bacteria from agro-industrial waste as well as activated
sewage sludge ha