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Optimisation d’un procédé a deux étapes pour la production d’'un mélange hydrogéne/méthane
(biohythane) a partir de la fraction fermentescible des ordures ménagéres

La valorisation de la fraction organique des déchets ménagers par un procédé biologique a deux étapes permet
la production d’un mélange H,/CH, comprenant 5 a 20% d’hydrogene appelé plus communément biohythane.
La premiére étape consiste en un réacteur de fermentation sombre (hydolyse/acidogénése) ol une partie de la
matiere organique est dégradée en H, et en molécules simples (acides gras volatils, sucres simples, éthanol...).
Les déchets prédigérés provenant du réacteur de fermentation peuvent ensuite étre utilisés dans un réacteur
de méthanisation afin de finaliser la dégradation de la matiére organique pour produire du méthane.
Cependant, seule une efficacité optimale de I'étape de fermentation sombre permet au procédé d’étre
économiquement viable comparé a un méthaniseur simple. Cette thése a donc pour objectif d’améliorer la
compréhension du systéme de fermentation sombre afin d’optimiser le rendement de conversion en
hydrogene et en autres métabolites produits. Les expériences menées en réacteurs batch ont permis de mettre
en évidence les limites ainsi que les conditions opératoires optimales influengant le rendement en hydrogene.
Il a également été montré que la fermentation sombre possede une grande stabilité et robustesse lors de la
recirculation de I'effluent pour des batchs successifs. Enfin, différentes échelles de réacteurs ont été réalisées
pour se rapprocher des conditions réalisables a I'échelle industrielle. Cette these apporte de nouvelles
informations et une compréhension poussée du procédé de fermentation sombre pour a terme, envisager la
création d’un procédé industriel a deux étapes pour la production de biohythane a partir de déchets ménagers.

Mots clefs: Biohythane, Hydrogene, Méthane, Déchets ménagers, Valorisation, Bioénergie

Optimization of a two-step process for generating a mixture of hydrogen/methane (biohythane)
using organic fraction of municipal solid waste

Two-step process producing biologically a mixture of H,/CH, (5-20 % of H,) so called biohythane can be used for
organic fraction of municipal solid waste valorization (OFMSW). The first step consists of a dark fermentation
reactor (hydolysis/acidogenesis) which allows a partial degradation of organic matter into H, and simple
molecules (volatile fatty acid, sugar, ethanol...). Then the outlet of the first reactor can be used in a second
reactor for methane production ending organic matter degradation. However, only high efficiency of the dark
fermentation step allows making this two-step process economically viable compared to a simple anaerobic
digestion reactor. The aim of this thesis is to improve the knowledge of the dark fermentation process for
optimizing hydrogen and metabolites productions. Experiments were achieved to better understanding the
main factors limiting hydrogen production along with the operational conditions that could improve hydrogen
yield. This thesis also shows the high stability and robustness of effluent recirculation for consecutive hydrogen
batch reactor. Finally, several sizes of reactors were performed for a scale-up of the process in order to reach
the real operational conditions in industrial scale. This thesis provides new knowledge of the dark fermentation
process in mixed culture for creating an industrial two-step process for biohythane production using municipal
solid waste.

Key words: Biohythane, Hydrogen, Methane, Municipal solid waste, Valorization, Bioenergy






«Car il est clair que I'ignorance est une énorme barriére
Un obstacle a I’évolution autre que guerriére »
IAM, 1997
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Introduction

De nos jours, la production mondiale de déchets ménagers et assimilés s’éleve a 1,3 milliard
de tonnes par an avec une augmentation a 2,2 milliards de tonnes prévues d’ici 2025 [1].
Sans changement dans les pratiques de gestion, une telle augmentation du volume des
déchets collectés posera de nombreux problemes liés a un manque d’espace pour leur
stockage et un impact négatif sur I'environnement. De plus, la faible réutilisation des
matériaux va entrainer des difficultés en lien avec la raréfaction des matieres premiéres. Ces
problématiques ont largement été étudiées et tout le monde s’accorde sur le fait qu’un
effort mondial doit étre réalisé pour y remédier. Des 1995, le protocole de Kyoto fut un
élément fondateur dans ce sens, qui visait a lutter contre le réchauffement climatique en
réduisant les émissions de gaz a effet de serre (réduction de 5%) et engendrait un premier

pas vers la transition énergétique.

Depuis, la France a affiché sa volonté d’assurer une gestion optimale des déchets tout en
accélérant la transition énergétique pour une croissance verte. Aujourd’hui, cette volonté
est appuyée par la loi LTE du 17 ao(t 2015 qui permet de contribuer de facon efficace a la
lutte contre le déreglement climatique, a la préservation de I’environnement ainsi qu’au
renforcement de lI'indépendance énergétique de la France et a la limitation des déchets
organiques mis en ISDND (Installation de Stockage des Déchets Non Dangereux). Dans ce
contexte, une nouvelle maniere de consommer émerge, notamment dans le but de passer
d’une économie dite linéaire a une économie circulaire qui vise, entre autres, a limiter le
gaspillage des ressources et a perfectionner les technologies de
traitement/valorisation/recyclage des déchets. Dans le domaine du traitement des déchets,
nombreux sont ceux qui ont choisi la voie de la valorisation énergétique par incinération ou
bien par dégradation biologique de la partie fermentescible des ordures ménageres (FFOM)
pour la production et la valorisation du biogaz. La valorisation par voie biologique est en
effet particulierement prometteuse pour les déchets organiques qui ne peuvent entrer dans

une filiere de recyclage.

Parmi les solutions possibles, la méthanisation est une technologie largement développée et
éprouvée pour convertir la matiére organique en énergie sous forme de méthane (ou CHy).
Depuis quelques années, un intérét croissant s’est également porté sur la production
d’hydrogeéne qui est considérée comme un autre vecteur clé de la transition énergétique [2].

En effet, I’hydrogéne posséde un pouvoir calorifique plus élevé (120 kJ/g) que le méthane
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(50 ki/g) [3] et I'eau est le seul produit issu de sa combustion ce qui en fait un composé de
choix pour le secteur des transports [4]. De plus, I'hydrogéne peut étre ajouté au méthane a
hauteur de 5 a 20% pour former un mélange appelé Hythane® qui possede un impact
environnemental plus faible que du méthane pur s’il est utilisé en tant que carburant [5]. En
effet I'ajout d’hydrogene dans le méthane permet de réduire les émissions de gaz polluant
tels que le monoxyde de carbone (CO) ou les hydrocarbures (HCs) [6,7]. Alors que ce
mélange est essentiellement généré a partir de ressources fossiles (gaz naturel), 'Hythane”
peut également étre produit par voie biologique a l'aide de procédés en deux étapes,
couplant un réacteur de fermentation sombre producteur d’'H, et un réacteur de
méthanisation. La production de ce mélange appelé alors biohythane, consiste donc en la
séparation physique des réactions microbiologiques d’hydrolyse/d’acidification et de
méthanisation, permettant ainsi d’optimiser les conditions opératoires de chaque réacteur

indépendamment pour une production optimale des deux gaz [8].

Ces travaux de these ont été réalisés en collaboration avec le syndicat Trifyl, et ce contexte
particulier doit étre décrit pour mieux appréhender le cadre des recherches réalisées. Trifyl
est un syndicat départemental de traitement des déchets ménagers et assimilés du Tarn, qui
est né de I'élaboration du premier Plan Départemental d’élimination de ces déchets en
1999. A cette date, Trifyl a choisi comme technologie de traitement et de valorisation des
ordures ménageres la voie d’alvéoles de stockage hermétiques avec percolation des lixiviats
(eaux résiduelles) et récupération des gaz (autrement dénommés procédés bioréacteurs). Au
début des années 2000, ce procédé constituait la meilleure solution technique et sociétale,
et offrait une avancée importante par rapport a un simple enfouissement technique. De nos
jours, les cellules bioréacteurs implantées sur le site de Trifyl a Labessiére Candeil
permettent de valoriser, par dégradation biologique, les déchets qui n’ont pu étre
préalablement recyclés, compostés ou valorisés, soit en d’autres termes, les « déchets
ultimes ». Actuellement, le débit de biogaz collecté dans les casiers du bioréacteur est
d’environ 1 500 m*/h avec une composition de celui-ci d’environ 50% de méthane, le reste
étant des gaz non énergétiques (CO,, O,, N, H,S). A partir du biogaz produit par dégradation
des déchets fermentescibles dans les casiers du bioréacteur, TRIFYL a mené un important
travail pour évaluer toutes les voies possibles de valorisation dans un esprit de bioraffinerie

environnementale. Sur le site de Trifyl, ce biogaz est aujourd’hui transformé en électricité
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(19,8 millions de kWh produit en 2016) et en chaleur par cogénération, en biométhane
carburant (qui alimente une douzaine de véhicules légers des services de Trifyl et trois
véhicules lourds, 45 400 Nm?® produit en 2016) ainsi qu’en hydrogéne, grace au projet de
reformage de biogaz « VABHYOGAZ ». Afin de se conformer aux nouvelles dispositions
légales introduites par la loi sur la transition énergétique du 17 ao(t 2015 (LTE), Trifyl a
également engagé une réflexion sur le devenir du traitement des déchets ménagers
résiduels sur son territoire. Ce nouveau cadre oblige Trifyl a repenser son mode de
traitement afin d’étre en adéquation avec cette loi qui pousse a augmenter la part de
valorisation des déchets et, finalement, diminuer la quantité de déchets stockés. C’est dans
ce contexte que Trifyl, en 2014, a mis en ceuvre un travail d’anticipation pour définir une
solution de traitement des déchets résiduels répondant aux prescriptions réglementaires et
fiscales a venir, et en adéquation avec les équipements déja en place. Le nouveau projet du
syndicat concernant le changement de technique de traitement des déchets ménagers se

veut innovant mais dans la continuité de ce qui a déja été fait.

Cela comprend notamment une technique de traitement de déchets pour la valorisation de
matiere et plusieurs voies de valorisation énergétique des sous-produits :

e Injection de biométhane produit par méthanisation dans le réseau de gaz naturel

e Développement de la filiere biométhane carburant

e Production et distribution d’hydrogene carburant vert

e Production de combustibles solides de récupération (CSR) pour la production de gaz

ou de chaleur et d’électricité

C’est dans ce contexte que Trifyl a souhaité travailler sur la production d’hydrogéne par voie
fermentaire et s’est intéressé a la production de biohythane, en complément de Ia

production d’hydrogéne par voie thermochimique.

Dans le procédé a deux étapes pour la production de biohythane, la méthanisation étant un
procédé mature, il a été nécessaire de s’intéresser plus en détail a la fermentation sombre
pour la production d’hydrogéne qui reste a I'état de recherche. La possibilité de passer d’une
échelle laboratoire a une échelle pilote et enfin industrielle repose sur une meilleure

compréhension des mécanismes clés mis en ceuvre dans ce procédé afin d’envisager une
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optimisation ultérieure. Les parametres clés liés au contexte industriel de Trifyl ont été
essentiellement centrés autour des ressources présentes sur le site de Trifyl pour réaliser un
procédé de fermentation sombre a savoir, la FFOM collectée par Trifyl et le lixiviat
permettant d’'une part un apport de la communauté microbienne productrice d’hydrogéene,
et d’autre part un apport d’eau indispensable pour une production conséquente
d’hydrogene. Cependant l'utilisation de ces ressources spécifiques a Trifyl a entrainé
plusieurs problématiques propres a cette étude. En effet, plusieurs inhibitions peuvent étre
causées par des éléments contenus dans le lixiviat qui, a force de s’accumuler dans le milieu,
peuvent impacter négativement la production d’hydrogene. Dans ce contexte, il a donc été
nécessaire dans un premier temps de s’intéresser aux principaux inhibiteurs de la
fermentation sombre en culture mixte. Lors de I'utilisation de déchets de types FFOMs
composés de déchets alimentaires (44 %), 'azote ammoniacal sous sa forme ammoniac a
régulierement été rapportée comme fortement problématique [9]. Il a donc été nécessaire
lors de cette these d’en étudier I'impact dans notre procédé de fermentation. De plus, le
lixiviat possede une concentration importante en ions qui peut également perturber la
fermentation sombre via la force ionique, il a alors été primordial d’étudier les

conséquences de ce facteur sur la production d’hydrogéene.

En opposition avec les parametres perturbant négativement la production d’hydrogene,
I'amélioration du rendement en hydrogene via I'étude de différents parametres, soit
facilement ajustables (taux de matiere séche, température) ou difficlement modifiables au
niveau industriel (pH, concentration en ammoniac, caractéristique du substrat) a été
effectuée. En effet, la connaissance globale des valeurs permettant une intensification de la
productivité d’hydrogene permettra une meilleure fiabilité du procédé a [I'échelle
industrielle. Globalement, I'optimisation de la production d’hydrogene va permettre
d’améliorer la stabilité et la robustesse du réacteur de fermentation afin de favoriser la

crédibilité économique d’un tel procédé.

De plus, dans un souci de gestion de la phase liquide en sortie de fermenteur (effluent), il a
été décidé de s’intéresser a un procédé de recirculation de I'effluent pour réaliser des
fermentations successives. Ce procédé de recirculation va permettre d’'une part un apport
de microorganismes adapté a la fermentation sombre et d’autre part de réguler le pH du

milieu. Cependant un tel procédé va entrainer une accumulation d’inhibiteurs (acides gras
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volatils, ammoniac, archées méthanogenes) qui vont engendrer une diminution du
rendement en hydrogéne au cours des recirculations. Il a donc été nécessaire d’étudier le
procédé de recirculation de I'effluent pour des fermentations successives dans sa globalité
afin de connaitre les limites d’un tel procédé. Lors de cette étude une attention particuliere
c’est portée sur le développement des archées méthanogénes (consommatrice d’hydrogéne)
avec pour volonté de trouver une méthode de traitement efficace et optimale pour limiter

leurs impacts sur le rendement en hydrogene.

Enfin, dans le but de réaliser un procédé de production de biohythane a échelle industrielle,
des problématiques liées aux changements d’échelle et plus particulierement au
dimensionnement du réacteur ont également été étudiées attentivement. En effet, la
configuration du réacteur peut modifier certaines données physico-chimiques (pression
partielle en hydrogéne, transfert gaz/liquide) qui vont potentiellement engendrer une

diminution du rendement en hydrogene.

Les résultats de ces différentes études serviront de base de dimensionnement d’un procédé

a deux étapes en vue a terme, d’une production industrielle de biohythane® (Figure 1).
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Figure 1 : Procédé a deux étapes pour la production de biohythane® envisagé
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Ce document est constitué de cing chapitres.

Le premier chapitre consiste en une Etude Bibliographique qui rappelle le contexte et les
enjeux de la gestion et la valorisation des déchets ménagers et assimilés dans le cadre d’une
économie circulaire. Ce chapitre va également mettre en avant les enjeux scientifiques et
techniques d’un procédé a deux étapes pour la production de biohythane avec une attention
particuliere pour la production d’hydrogene. Dans ce contexte, le procédé de fermentation

sombre sera largement étudié.

La partie Matériel et Méthodes constitue le deuxieme chapitre de cette these et décrit

I'ensemble des techniques expérimentales qui ont été mises en ceuvre au cours de ce travail.

La partie Résultats et Discussion est décomposée en deux chapitres qui synthétisent
plusieurs études expérimentales. Ainsi le Chapitre Ill est dédié a |'optimisation des
parametres opératoires liés a la production d’hydrogene d’un procédé de fermentation
sombre de FFOM. Dans un premier temps, I'inhibition de la production d’hydrogene causée
par I'accumulation d’azote ammoniacal et de la force ionique, qui peuvent étre deux
facteurs tres problématiques lors de |'utilisation de substrats réels comme la FFOM, a été
évaluée. Dans un second temps, I‘optimisation de différents parametres opératoires a été
réalisée, en se focalisant plus particulierement aux parametres liés au contexte industriel, ie.
température, taux de matiére seche (siccité), pH et concentration en azote ammoniacal.
Enfin, une derniére partie a été consacrée a I'étude des caractéristiques du substrat utilisé
pour la fermentation sombre et, en particulier, 'impact de la proportion des déchets types

papiers, cartons et déchets de jardin présents en grande quantité dans les FFOMs.

Le Chapitre 1V concerne la stabilité et la robustesse du procédé de fermentation, dans le
cadre d’un couplage avec un réacteur de méthanisation. Une premiére étude va s’intéresser
a un procédé de recirculation de I'effluent afin de réaliser des fermentations successives
permettant ainsi un apport d’eau et d’'une communauté bactérienne propice a la production
d’hydrogene. Cette étude aura deux objectifs qui sont d’'une part: de déterminer une
méthode de traitement thermique pertinente de I'effluent dans le cadre d’une recirculation
et, d’autre part: d‘évaluer I'accumulation d’inhibiteurs potentiels retenus dans la phase
liquide aprés plusieurs recirculations. Enfin, une derniére étude présentera des résultats

expérimentaux menés sur un réacteur pilote (60 L) afin d’évaluer I'impact d’'un changement
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d’échelle sur un procédé de fermentation sombre et ainsi de mettre en avant les premieres
problématiques et différences observées sur la production d’hydrogene par rapport a une

échelle laboratoire.

Enfin, un dernier chapitre Conclusions et Perspectives permettra de synthétiser sur les
résultats majeurs de ce doctorat et d’envisager les perspectives de ces travaux, tant au
niveau académique sur le procédé de fermentation sombre, qu’au niveau de la mise en place
de la filiere de valorisation de la fraction fermentescible des ordures ménagéeres au niveau

industriel.
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1. Déchets Ménagers et Assimilés

D’apres l'article L541-1 du Code de I'Environnement, un déchet correspond a « toute
substance ou tout objet, ou plus généralement tout bien meuble, dont le détenteur se défait

ou dont il a I'intention ou l'obligation de se défaire ».

1.1. Histoire de la gestion des déchets ménagers

Aux origines, les étres humains produisaient peu de déchets (os, cendres, outils) du fait de
leur mode de vie primaire, et les déchets étaient alors directement jetés dans la nature. La
gestion des déchets a réellement commencé a voir le jour lors de la sédentarisation des
populations a la période de I'antiquité avec la construction des premieres cités. En effet, a
partir de cette période, différents édifices tels que des fosses ont été construits en dehors
des villes pour accueillir les déchets urbains et les restes d’animaux [10]. La période du
Moyen-Age va quant a elle étre marquée par une période d’insalubrité ou la gestion des
déchets est devenue extrémement problématique. En effet, lors de cette période, la
croissance démographique dans les villes a entrainé une accumulation de déchets sans
gestion adéquate. Des espaces vides, des ruines ou encore des terrains vagues ont alors été
utilisés en tant que dépotoirs [11]. En Europe, il était répandu de jeter les déchets
directement par la fenétre. A cette époque, des porcs étaient méme élevés a l'intérieur des
villes pour jouer le réle de nettoyeurs capables d’éliminer des quantités importantes de
déchets [12]. Lors de cette période, la mauvaise gestion des déchets engendra une
répétition de crises sanitaires. En effet, 'augmentation de I'insalubrité accrue la pullulation
de rats et la contamination de I'eau provocant d’importantes épidémies, telles que le
choléra ou encore la peste noire, qui tuerent entre 30 et 50% de la population européenne,

soit 25 millions de personnes, entre 1347 et 1352.

Ce n’est seulement qu’au XVle et XVlle siecles que I'on retrouve des traces de réelles
avancées en gestion de déchets. En effet, Louis Xll est le premier, lors de la Renaissance en
1506, a décider que les ordures de la capitale seraient ramassées et évacuées par la royauté

[12]. C'est a ce moment-la que la population n’a plus la charge de la gestion des ordures.
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C’est alors que la premiere taxe sur la gestion des déchets apparait (1509), appelée taxe des
boues et des lanternes. Les premiers paniers pour accueillir les déchets sont ensuite apparus
lors du régne de Francois 1°" en 1515 [12]. D’aprés De Silguy (1996), les premiers horaires de

passage pour la collecte des déchets se font sous I'ordre du Roi soleil en 1666 [13].

Il faudra attendre le 19°™ siécle avec Eugéne Poubelle qui, 3 aide des arrétés du 24
novembre 1883 et du 7 mars 1884, va imposer a chaque immeuble de Paris de posséder des
récipients munis de couvercles avec une capacité de 120 litres maximum ayant pour but de
collecter les déchets ménagers. Ces arrétés vont, pour la premiere fois, mettre en place un
systéeme de tri avec trois poubelles obligatoires pour : les déchets putrescibles, les papiers et

textiles, et enfin le verre, la faience etc.

De nos jours, les lois en vigueur fixent comme objectifs de favoriser et d’optimiser la
valorisation et la gestion des déchets. Ces objectifs sont définis dans un cadre
communautaire et national (directive cadre 2008/98/CE) relatif a la protection de
I'environnement et de la santé humaine, dont la loi Grenelle | adoptée en octobre 2008
(réduction des déchets ménagers et assimilés de 7% par habitant) et la loi Grenelle Il
promulguée le 12 juillet 2010 (amélioration du tri et de la collecte sélective). Les objectifs de
recyclage, de récupération et de valorisation des déchets, fixés par ce cadre reglementaire
pour la période 2012-2020, concernent de nombreux types de déchets, dont les emballages
ménagers, les VHU (Véhicules Hors d’Usages), les DEEE (Déchets des Equipements
Electriques et Electroniques), les piles et accumulateurs et les déchets de construction et

démolition [14].

Par ailleurs, la loi LTE du 17 ao(t 2015 relative a la transition énergétique pour la croissance
verte a été promulguée afin de définir les objectifs communs pour réussir la transition
énergétique, en renforgant I'indépendance énergétique et la compétitivité économique de la
France, tout en préservant la santé humaine et I'environnement, et en luttant contre le
changement climatique. Une place est réservée a la gestion des déchets, notamment
I'article 70 qui prévoit que la France se donne pour objectif de passer a un modele
d’économie circulaire avec une réduction de 30% d’ici 2020 de la quantité de déchets non
dangereux non inertes admis en installation de stockage. Ce modele est fondé sur une

consommation sobre et responsable des ressources naturelles et des matieres premieres
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primaires en limitant la production de déchets et en améliorant les modes de traitements

des déchets (recyclage, valorisation énergétique).

Au-dela des lois imposées par I'UE et la France dans le cadre de la gestion des déchets, la
problématique actuelle des déchets est mondiale avec un impact croissant sur I’'ensemble
des populations. En effet, d’aprés le rapport « What a waste », les déchets ménagers et
assimilés générent de fortes émissions de gaz a effet de serre (1 460 mtCO,e soit environ 5%
des émissions mondiales de gaz a effet de serre). Ces rejets sont causés, en autres, par le
méthane produit lors du stockage des déchets organiques non traités [1]. Or, la production
de ce type de déchets ne cesse d’augmenter avec le développement démographique

mondial, suggérant potentiellement un impact environnemental croissant.

1.2. Production de déchets ménagers et assimilés

Aujourd’hui la production mondiale de déchets ménagers et assimilés s’éleve a 1,3 milliard
de tonnes par an et atteindrait prés de 2,2 milliards de tonnes d’ici 2025 selon la banque
mondiale. En paralléle, le co(t de gestion de ces déchets, estimé a 205,4 milliards de dollars

aujourd’hui, s’éléverait a 375,5 milliards de dollars en 2025.

Dans le monde, les Etats-Unis sont les plus gros producteurs de déchets ménagers par
habitant avec plus de 700 kg de déchets produits par an (Figure 2) [15]. L'Europe est
actuellement le quatrieme producteur avec une stabilisation en dessous de 500 kg par
habitant et par an. Autres acteurs économiques majeurs, les pays émergents (Turquie,
Mexique ou Chine) ont vu leurs productions annuelles de déchets par habitant augmenter

significativement entre 1990 et 2012.
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Figure 2 : Production de déchets ménagers depuis 1990 (en kg par habitant)[15]
Les dix plus grands producteurs de déchets ménagers a I'échelle européenne sont présentés
sur la Figure 3. L’Allemagne, la France, le Royaume-Uni, la Turquie, I'ltalie et 'Espagne sont
de loin les plus gros producteurs avec un record atteint par I’Allemagne en 2015 avec pres de
51 millions de tonnes de déchets ménagers produits. Dans sa globalité, la production en

Europe est restée stable de 2006 a 2015 (251,6 + 6,9 millions de tonnes).
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Figure 3 : Production de déchets municipaux en Europe

L'augmentation de la quantité générée provient principalement de I'expansion de la
population urbaine mais également de I'augmentation de la quantité de déchets produits
par habitant. En effet, chaque citadin produisait environ 0,64 kg de déchets ménagers par
jour il y a dix ans, alors qu’actuellement la production par habitant est de 1,2 kg/jour et est
estimée a 1,42 kg/hab/jour a I’horizon de 2025 [1]. Aujourd’hui, au vu de "'augmentation de

la production de déchets ménagers et assimilés dans le monde et afin d’éviter leurs
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accumulations, il est primordial de connaitre avec précision les caractéristiques d’une telle

entité afin de réaliser une gestion adéquate.

1.3. Caractérisation des déchets ménagers et assimilés

Les déchets ménagers et assimilés (DMA) aussi appelés déchets municipaux sont les déchets
des ménages ou provenant des entreprises industrielles, des artisans, des commergants, des
écoles, des services publics, des hopitaux (non dangereux) et des services tertiaires. Les DMA

sont composés de plusieurs éléments présentés dans le Tableau 1.

Tableau 1 : Caractérisation des déchets ménagers et assimilés (DMA)

Déchets résiduels

Déchets recyclables

Déchets verts et organiques

Déchets d’équipements électriques et électroniques

Déchets ménagers spéciaux
Déchets ménagers et assimilés

Déchets toxique en quantités dispersées

Déchets inertes

Déchets amiante/ciment

Déchets assainissement

Déchets issus du traitement de I’eau potable

Afin d’améliorer les connaissances sur I'évolution de la composition des déchets issus des
ménages et, ainsi, de les valoriser et les traiter plus efficacement, une caractérisation
spécifique des ordures ménageres résiduelles est régulierement effectuée en France. Les
déchets résiduels désignent les déchets qui restent apres les collectes sélectives. C'est une
fraction tres hétérogene dans sa composition mais possédant un potentiel de valorisation, il
est donc nécessaire de réaliser une caractérisation précise de ces types de déchets. Pour
cela, un protocole national appelé MODECOM (MéthOde DE Caractérisation des Ordures
Ménageres) a été mis en place par 'TADEME pour permettre une caractérisation précise et
robuste en déterminant différentes fractions. La campagne nationale de caractérisation des

ordures ménageres résiduelles menée en 2007 et réalisée sur 100 communes a montré
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gu’en majorité les ordures ménageres résiduelles étaient composées de déchets
putrescibles, de papier, d’éléments fins (<20 mm), de plastique, de verre, de textiles
sanitaires et de carton (Figure 4). Les déchets contiennent également des éléments en plus
faibles proportions (<5%), comme les composites, les textiles, les combustibles non classés,
les métaux, les incombustibles non classés et enfin les déchets dangereux [16]. D’apres
I’ADEME, la composition globale des ordures ménageres (ordures ménageres résiduelles et
collectes séparées confondues) n’a que peu évolué entre 1993 (date de la premiére
campagne nationale de caractérisation) et 2007. Seuls la proportion de textiles sanitaires a

été observée en forte augmentation.

B Déchets putrescibles
W Papier

M Eléments fins

B Plastique

m Verre

M Textiles sanitaires

@ Carton

W Autres

Figure 4 : Caractérisation des ordures ménageéres résiduelles

A partir de cette caractérisation, 'ADEME a estimé que 27% du gisement d’ordures
ménageres résiduelles présentaient un potentiel de valorisation matiere, et que les 63 %
restant présentaient un potentiel de valorisation organique (déchets putrescibles, papier,

carton, textiles sanitaires).
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2. Modes de valorisation des déchets ménagers et assimilés

Suite a la loi LTE qui vise a réduire le stockage des déchets et la raréfaction des matieres
premieres, les déchets ménagers sont aujourd’hui percus comme une ressource non
négligeable de matiéres. Cette nouvelle vision entre parfaitement dans une dynamique d’un
nouveau mode de consommation et de fonctionnement basé sur une économie plus durable

appelée « économie circulaire ».

Selon I'ADEME, l'économie circulaire «vise a changer de paradigme par rapport a
I’économie dite linéaire, en limitant le gaspillage des ressources et I'impact environnemental,
et en augmentant l’efficacité a tous les stades de I'économie des produits » (Figure 5).
L’économie circulaire vise donc, dées la conception d’un produit, d’'un procédé ou d’un
service a en minimiser son impact environnemental (écoconception). Ceci passe par une
consommation responsable ou le consommateur est amené a choisir au mieux ce qu'il
consomme en prenant en compte I'impact environnemental du cycle de vie du produit. Une
volonté d’allonger la durée de vie du produit par sa réparation ou par I'achat de produits
d’occasion est un facteur important. Lors de la fin de vie du produit, la matiére premiere
peut également étre recyclée ou valorisée afin de créer un nouveau produit a mettre sur le

marché.

ECONOMIE CIRCULAIRE Extraction/Exploitation et achats

durables

3 domaines

7 piliers
ADENE g5

Eco-conception

(produits et proceédeés)

Ecologie industrielle

ot territoriale

Economie de Ia

fonctionnalite

COMPORYEMENTY
DES
Allongement CONSOMMATEVRS
de la durée dusage Consommation responsable
+ Réemplol,

« Achat
« Consommation collaborative
« Utilisation

+ Réparation,
* Réutilisation

Figure 5 : Principe de I'économie circulaire (source : ADEME)
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Une gestion durable des déchets doit donc intégrer :

e des voies de valorisation de la matiére via les procédés de recyclage,
e des voies de valorisation thermique pour la production d’énergie,
e des voies de valorisation biologique utilisant des microorganismes pour transformer

la matiere en fertilisant (compost) ou en énergie (biogaz).

La filiere de valorisation doit étre adaptée au type de déchets contenus dans les déchets
ménagers et assimilés (Tableau 2). En effet, la valorisation matiére concerne principalement
les déchets recyclables et les déchets d’équipements électriques et électroniques (DEEE),
tandis que les valorisations thermique et biologique sont plus adaptées respectivement aux

déchets résiduels et aux déchets verts et organiques.

Tableau 2: Moyens de valorisation en fonction du type de déchets présents dans les DMA proposé par Trifyl

Déchets résiduels Stockage ou valorisation énergétique
Déchets recyclables Valorisation matiere
Déchets verts et organiques Valorisation organique/bois énergie

Déchets d’équipements électriques et
électroniques
Déchets ménagers spéciaux
Déchets toxique en quantités dispersées

Valorisation matiére

Traitement spécifique

Déchets inertes Réemploi ou stockage
Déchets amiante/ciment Stockage
Déchets assainissement Valorisation agricole, compostage, stockage
2.1. Valorisation par voie non biologique

Les valorisations par voie non biologique sont aujourd’hui les procédés les plus utilisés
permettant une réutilisation de la matiere premiere. Les voies non biologiques comprennent
une valorisation directe de la matiere par le procédé de recyclage, ou, la valorisation

énergétique par voie thermique.
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La valorisation matiere réalisée via les procédés de recyclage permet la réutilisation directe
de la matiere premiere (verre, carton, métal, plastique...). La premiere étape consiste a trier
les déchets ménagers et assimilés afin d’acheminer la matiere vers les différents procédés de
recyclage. Celle-ci doit étre préalablement séparée en différentes fractions correspondant a
des familles de matériaux. La mise en place d’une collecte sélective permet de faciliter ce tri
préalable. En 2014, 17,5 millions de tonnes de déchets ont été recyclés [17]. Les familles de
matériaux qui peuvent étre recyclées sont le papier et le carton, le verre, le plastique, les
métaux et les combustibles solides de récupération (CSR). Aujourd’hui, Chaque famille de
matériau est recyclée de fagon plus ou moins importante notamment en fonction de la
difficulté technique engendrée par leur recyclage, par exemple ; en 2007, 7 millions de
tonnes de papier et de carton ont été recyclés en France [10]. En 2014, 2,5 millions de
tonnes de verre et entre 250 000 et 300 000 tonnes de plastique ont également fait I'objet
d’un recyclage [19,20]. La valorisation de la matiére par recyclage est la voie a privilégier

pour répondre aux objectifs législatifs.

La valorisation énergétique par voie thermique consiste quant a elle a récupérer et valoriser
I’énergie produite lors du traitement des déchets. En général ce type de valorisation est
effectué pour des déchets qui n’ont pu subir une valorisation matiére associée au recyclage.
Le traitement thermique est actuellement le mode de valorisation le plus répandu pour
transformer les déchets en énergie (électricité, chaleur et gaz). En France en 2010, 11,8
millions de tonnes de déchets ménagers ont été traités thermiquement pour la production
d’énergie selon la « Confédération of European Waste-to-Energy Plants » [21]. Le traitement
thermique comprend plusieurs procédés tels que lincinération, la pyrolyse et la
gazéification. Aujourd’hui, I'incinération est le procédé le plus couramment utilisé. Selon
I’ADEME, en France, la plupart des technologies de pyrolyse et de gazéification sont encore
au stade pilote ou de démonstration industrielle. Les principaux leviers pour le
développement de ces procédés sont d’ordre technique, économique (étude de la viabilité

économique) et réglementaire.

L’incinération, seul procédé rependu au niveau industriel de valorisation thermique, consiste
a l'oxydation des matieres combustibles contenues dans les déchets. Les matieres
organiques brilent lorsqu’elles atteignent leurs températures d’inflammation au contact de
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I'oxygeéne. La combustion permet de récupérer I'essentiel de I'énergie produite sous forme
de chaleur. Si la proportion d’oxygéne et de déchets est optimale, il peut y avoir une
réaction thermique en chaine et donc une combustion auto-entretenue sans apport de
combustibles complémentaires [22]. En sortie d’un incinérateur, la composition des gaz
brilés est en majorité de I'azote, du dioxyde de carbone et de I'oxygeéne. Les impuretés
comme les métaux lourds volatils ou les composés inorganiques sont retrouvées dans la
poussiére (cendres volantes de résidus minéralisés) ou les machefers (cendres solides plus
lourdes) [22]. Le principal avantage de I'incinération est qu’il peut réduire de 95% le volume
des déchets [23]. En 2012, 127 installations ont été recensées par I’ADEME en France, ce qui
correspond a une capacité d’accueil de 15,4 millions de tonnes de déchets par an, soit une

production de 3,6 GWh d’électricité et de 7,6 GWh de chaleur [24].

2.2. Valorisation par voie biologique

Un autre moyen de traiter les déchets et notamment les déchets résiduels, vert et
organiques est la valorisation par voie biologique qui, du fait de son faible impact
environnemental, rend ce procédé attractif. Historiquement le compostage et Ia
méthanisation sont les procédés les plus utilisés industriellement. La méthanisation a connu
notamment un fort développement en France depuis 2006 grace aux augmentations du tarif

de rachat de I'électricité issu de la biomasse [25].

2.2.1.Compostage

Le compostage est un procédé biologique de décomposition de la matiere fermentescible en
conditions aérobies qui permet d’obtenir une matiere fertilisante riche en composés
humiques. Le compostage est un processus composé de quatre phases : La phase initiale qui
est la phase mésophile (37°C) ol des microorganismes mésophiles se développent (bactéries
et champignons) dégradant les composés complexes (protéines, acides nucléiques, amidon,
cellulose...) en molécules plus simples (sucres, acides aminés, alcools). Lors de cette étape un
dégagement important de CO; est observé [26]. La deuxieme phase du compostage est une

phase thermophile caractérisée par une température élevée (60-70°C). Des bactéries
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thermophiles vont dégrader les matieres facilement dégradables (sucres, acides aminés,
alcools) tout en générant de la chaleur lors de leur développement. Une forte production
d’ammonium peut alors étre observée. Lors de cette étape, l'augmentation de la
température entraine une déperdition d’eau qui engendre une réduction du volume de
déchets jusqu’a 50% du volume initial [27]. La troisieme phase représente la phase de
refroidissement lente jusqu’a atteindre une température ambiante. Le milieu est alors a
nouveau colonisé par des bactéries mésophiles qui finalisent la dégradation des polymeres.
Enfin, la derniére phase dite de maturation présente une faible activité microbienne
(développement de champignons) mais est adaptée a la colonisation d’insectes comme les
lombrics. Les matieres organiques sont stabilisées et humifiées et le pH s’équilibre vers la

neutralité.

En 2005, 3,3 millions de tonnes de déchets organiques ont été traitées par compostage. Les
déchets valorisés sont constitués essentiellement de déchets verts (66%), de boues
d’épuration (18%), de biodéchets des ménages (3%), d’effluents d’élevage (3%) ainsi que de
résidus de récoltes, produits alimentaires, déchets de bois... (9%). L'inconvénient majeur du
compostage des ordures ménageres est qu’un tri rigoureux doit étre réalisé en amont afin
de séparer la matiére organique. Dans le cas contraire, le compost ne peut étre épandu au

risque de contaminations par des éléments indésirables (plastiques, métaux,...).

2.2.2.Digestion anaérobie (Méthanisation)

La méthanisation également appelée « digestion anaérobie » correspond a la transformation
de la matiére organique par une communauté microbienne complexe travaillant en
anaérobiose (en absence d’oxygéne) pour produire un biogaz principalement composé de
méthane (CH,4) et de dioxyde de carbone (CO;). La méthanisation est un phénoméne naturel
retrouvé dans divers milieux ou les conditions physico-chimiques permettent ce processus
(intestins des animaux, riziéres, fond des lacs, marais...). En conditions contrdlées, cette
technologie peut étre utilisée comme moyen de valorisation pour la dépollution des eaux ou

encore pour le traitement des déchets d’origine urbaine, industrielle ou agricole.
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La méthanisation est un procédé depuis longtemps industrialisé qui peut étre mis en ceuvre
de différentes facons en fonction des substrats utilisés. En effet, la quantité de matiere
contenue dans le milieu réactionnel joue un réle majeur sur le type de procédé utilisé. En
fonction de la teneur en matieres séches (MS) également appelé siccité, un procédé dit en

« voie liquide » ou « voie seche » est préférentiellement utilisé.

*. Voie Liquide

La méthanisation en voie liquide correspond a une teneur en matiéres seches inférieures a
environ 10%. En voie liquide, ’'homogénéisation et le mélange du réacteur sont facilités [28].
Cependant, I'inconvénient majeur lié a ce type de technologie est I'apport non négligeable
d’eau aux déchets bruts pour atteindre la teneur en MS souhaitée en entrée du procédé. Par
conséquent un post-traitement onéreux du digestat est obligatoire afin d’extraire la phase

liquide.

‘. Voie séche

La méthanisation en voie seche correspond a une teneur en matieres seches supérieures a
15-20 % [29]. Cette teneur en matieres seches est généralement choisie pour éviter
d’obtenir un milieu diphasique (liquide/solide). En voie séche, I'ajout d’eau est minimisé et
ce mode de fonctionnement est bien adapté aux déchets ménagers et assimilés contenant
une faible proportion en eau. Les avantages de ce procédé par rapport a la voie liquide sont
qgu’il requiert un volume de digesteur plus faible pour une méme charge organique et
nécessite un apport en énergie plus faible pour le chauffage des digesteurs. Enfin, de
maniere générale, la voie seche réduit l'utilisation de post-traitements des digestats [30].
Cependant, I'inconvénient d’un procédé en voie seche est qu’il peut induire des difficultés
d’homogénéisation du réacteur et une forte accumulation d’inhibiteurs freinant Ia

production de méthane.
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En France, la plupart des procédés de méthanisation pour le traitement des déchets
ménagers et assimilés correspondent a des procédés en voie seche avec comme principales

technologies les procédés Valorga (6 unités) et Kompogas (4 unités).

3. La fermentation sombre des déchets ménagers et assimilés

Au-dela de la production de méthane, une nouvelle voie de valorisation biologique est de
nos jours en train d’émerger. En effet, un intérét grandissant se porte sur la production
d’hydrogéne par fermentation sombre [42]. Comparé a la digestion anaérobie, cette
nouvelle voie de valorisation allie la nécessité de valoriser au mieux la fraction
fermentescible des ordures ménageres avec l'intérét croissant récemment porté sur

I’hydrogéne en tant que vecteur énergétique.

Tout comme la voie de digestion anaérobie, la fermentation sombre consiste a utiliser une
communauté microbienne spécifique pour la dégradation des composés organiques en
hydrogene. Comme expliqué ci-dessous, I’"hydrogéne est considéré comme un élément clé
pour sa capacité a étre stockée et pour son utilisation en tant que carburant. Si celui-ci est
issu de la fraction fermentescible des déchets ménagers, alors son impact environnemental

devient tres faible.

3.1. Généralité : 'hydrogene

La molécule de dihydrogéne ou plus communément appelé hydrogéne est la plus petite
molécule existante avec une densité de 0,084 kg/m3. Elle se compose de deux atomes
d’hydrogéne et posséde une masse moléculaire de 2,016 g/mol. L’hydrogéne est I'élément le

plus abondant mais reste cependant faiblement disponible a I'état naturel sur terre [31].

Le vaporeformage du gaz naturel est aujourd’hui le moyen le plus répandu pour la

production d’hydrogéne (Equation 1) :

CH, + H,0 —» CO + 3H, (Equation 1)
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Il consiste a faire réagir, a haute température (entre 850 et 900°C) et sous pression (20 a 30
bars), un hydrocarbure léger ou du gaz naturel avec de la vapeur d’eau en présence d’un
catalyseur a base de nickel. Cette réaction permet de produire du monoxyde de carbone et
de I’hydrogene [32]. Ce procédé bien que treés polluant a permis de produire, en 2012, pres

de 95% de I’hydrogene total marchand dans le monde [45,46].

La production d’hydrogene par vaporeformage du gaz naturel est la méthode la plus
économique (2€/kgH,) alors que le prix de I'hydrogéne issu d’autres procédés tel que
I’électrolyse de lI'eau varie entre 5 et 10 €/kgH, [32]. Au total, 60 millions de tonnes
d’hydrogéne sont produits chaque année dans le monde dont 11 millions de tonnes aux

Etats-Unis, 8,8 millions de tonnes en Europe et 922 000 tonnes en France [35].

Aujourd’hui, I'hydrogene est essentiellement utilisé dans les industries chimiques et
pétrochimiques pour la synthése de I'ammoniac (54% de la consommation totale), le
raffinage et désulfuration des hydrocarbures (35%), l'industrie de I’électronique (6%),

I'industrie du verre et de la métallurgie (3%) et I'industrie alimentaire (2%)[36].

Cependant, une nouvelle utilisation de I'hydrogéne consiste a I'employer en tant que
vecteur énergétique, pour sa valeur hautement énergétique et son faible impact
environnemental. En effet, le seul produit généré par sa combustion est I'eau, ce qui rend
I'utilisation de cette molécule en tant que vecteur énergétique tres peu polluante (Equation

2).

H, + 0, - H,0 (Equation 2)

De plus, I'énergie produite par unité de masse d’hydrogéne (120 MJ/kg) est nettement
supérieure a celle liée a la combustion du méthane (46.8 MJ/kg), du diesel (45.6 MJ/kg) ou
encore de |'éthanol (29.6 MJ/kg) [37].

D’aprés I'étude RECORD (2015), I'hydrogéne est percu comme une alternative sérieuse aux

énergies fossiles, avec un développement de la filiere dans un premier temps pour une
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utilisation directe de I'hydrogene soit en tant que vecteur énergétique dans des piles a
combustibles ou en mélange avec le gaz naturel (Hythane®), soit en tant que réactant

chimique (industrie pétroliere) [38].

De ce fait, les thématiques de recherche sur I'hydrogéne sont en pleine expansion. La Figure
6, qui représente le nombre de publications scientifiques parues sur I’hydrogéne au cours de
ces derniéres années, confirme cet engouement et met notamment en évidence que des

recherches académiques sur la filiere hydrogéne n’ont jamais cessé de se développer.
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Figure 6 : Publication scientifique basé sur le mot clé "hydrogéne" (statistique Web of Science)

3.1.1.Les nouvelles utilisations de I'’hydrogene

A la suite de la COP 21, un conseil de I'hydrogene a été créé afin de soutenir le
développement et le déploiement de cette filiere. Ce conseil, dans un rapport publié en
2017 a décrit la place de I’hydrogene dans le cadre de la transition énergétique a venir [39].
A ce titre, elle mentionne I'hydrogene comme vecteur énergétique notamment dans le
transport et le stockage. En effet, dans le cadre de la transition énergétique, I'"hydrogéne
peut étre utilisé en tant que carburant dans le secteur du transport. Depuis les années 90,
plusieurs compagnies automobiles dont Toyota se sont déja intéressées aux véhicules a
hydrogene [40]. La technologie utilisée pour cela est la pile a combustible (Figure 7) qui

permet de transformer I’hydrogéne et I'oxygene en électricité et en eau.
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Figure 7 : Schéma principe de la pile a combustible

L'intérét d’une telle technologie repose sur le fait qu’elle possede de bons rendements
énergétiques (conversion énergétique de plus de 50%), émet peu de matiére polluante et est
silencieuse. L'autonomie des voitures a hydrogéne peut étre supérieure a 500 km et la
recharge est trés rapide (moins de 5 minutes) ce qui est un atout majeur comparé aux

véhicules électriques a batteries.

En Europe, des les années 80, la commission Européenne s’est intéressée a I’hydrogene. Et, a
partir des années 2000, le programme cadre de recherche et développement a consacré
pres de 300 millions d’euros a la filiere hydrogene en cofinangant notamment 6 projets
relatifs aux piles a combustible. En 2008, le programme FCH-JU a été créé (Fuel Cell and
Hydrogen — Joint Undertaking) : il s’agit d’'un partenariat public-privé dont I'objectif est
d’améliorer le développement et le déploiement des technologies compétitives basées sur
I’hydrogene et les piles a combustible. Le dernier programme FCH 2 JU débuté en juillet
2014 a pour objectif d’investir 1,33 milliard d’euros pour améliorer les performances et
diminuer le colt des technologies liées a I'hydrogéne (transport, stockage, production,
distribution) [41]. L’AFHYPAC (Association Francaise pour I'Hydrogene et les Piles a
Combustible) a également la volonté, avec le soutien de I'ADEME, d’accélérer le

développement de solutions hydrogéene en France.

Dans ce contexte, plusieurs projets novateurs ont vu le jour pour I'utilisation de I’hydrogene

dans les transports : le projet Hyway a Lyon et Grenoble avec la construction de deux
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stations de distribution d’hydrogene et le déploiement de 50 véhicules ; le projet GRHYD a
Dunkerque portant sur I'adaptation d’une station de distribution d’un mélange H,/CH,4 pour
fournir du carburant a une flotte de 50 bus ; et enfin le projet Hype a Paris avec 12 taxis a
hydrogéne, qui prévoit une flotte de 72 véhicules (Hyundai) d’ici fin 2017. Le projet Hyport
réalisé en région Occitanie vise également a mettre en place des écosystemes hydrogene
économiquement viables et pérennes sur des zones aéroportuaires (Toulouse Blagnac et

Tarbes).

L’hydrogéne peut également étre une solution intéressante pour le stockage de I'énergie. En
effet, suite a l'augmentation de la production d’électricité renouvelable issue du
photovoltaique et de I'éolien, la flexibilité des réseaux électriques est devenue un facteur de
plus en plus problématique. L’électricité ne pouvant étre massivement stockée, un équilibre
doit étre trouvé entre l'injection d’électricité dans le réseau et sa consommation.
Cependant, I'apport d’électricité issue des énergies renouvelables est variable en fonction
des conditions climatiques et des phases de jour et de nuit. Il est alors courant d’éliminer
I'électricité produit par les énergies renouvelables si la demande en électricité est trop
faible. C'est dans ce contexte que I’hydrogene peut étre considéré comme vecteur de
stockage d’énergie [42]. En effet, I'électricité en surplus peut étre transformée par
électrolyse de I'eau et stockée sous forme hydrogene. L’hydrogeéne étant un gaz, il peut étre
stocké dans des bouteilles de gaz (350 ou 700 bars) ou injecté dans le réseau de gaz naturel.
En effet, I'ajout direct d’hydrogene dans les réseaux de gaz est aujourd’hui possible mais
reste limité notamment pour des raisons de sécurité et de compatibilité technique. En
Allemagne, I'ajout d’hydrogene dans les réseaux est toléré a hauteur de 2-5%vol et tendra a

augmenter a 10%vol dans les prochaines années [43].

3.1.2.Les voies de production d’hydrogéne émergentes

C’est donc dans cette dynamique que plusieurs technologies novatrices de production
d’hydrogéne (autre que I’électrolyse de I'eau) se sont développées. Tout d’abord, un
premier prototype de reformage du biométhane issu du biogaz a été développé par Trifyl

grace au projet VABHYOGAZ soutenu par '"ADEME. Apreés une étape d’élimination des
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composés soufrés du biogaz issu des cellules du bioréacteur (ISDND), ce procédé permet
d’obtenir une production journaliere d’hydrogene de 10 kg a 99,99 % de pureté. Trifyl s’est
également équipé d’une station de distribution d’hydrogene et d’un véhicule électrique doté

d’une pile a combustible.

L’hydrogéne peut également étre produit par voie biologique a partir de matieres
organiques. L’hydrogene joue un réle primordial pour les microorganismes car il permet le
transfert d’électrons entre les espéeces et aide a maintenir un potentiel équilibré d’oxydo-
réduction et de pH dans la cellule. En fonction des conditions environnementales,
I’hydrogeéne issu des microorganismes peut étre récupéré. On distingue alors deux types de
procédés, les photobioprocédés tels que la bio-photolyse de I'eau et la photo-fermentation
qui nécessite un apport de lumiere, et les procédés en voie sombre sans apport nécessaire
de lumiere comme la fermentation sombre et les cellules d’électrolyse microbienne (Tableau
3) [44].

Tableau 3 : Voies biologiques de production d'hydrogene

Technologies

Principe

Avantages

Inconvénients

Bio-photolyse de

Réaction effectuée par des
algues et des cyanobactéries

Besoin seulement d’eau
et de lumiere,

Codt élevé
(investissement

'eau via la photosynthese et les . et maintenance),
, pas de rejet de CO, )
hydrogénases faible rendement
Réaction effectuée par des . Colt élevé
- . Rendement théorique . .
Photo bactéries photosynthétiques élevé (investissement
. anoxiques par l'utilisation de o ey et maintenance), faible
fermentation ) . , valorisation des déchets
la lumiere et des nitrogénases ) rendement et
organiques

sous carence d’azote

production séquencée

Fermentation

Réaction effectuée par des
bactéries anaérobies strictes

Valorisation des déchets
organiques,

Purification de
I’hydrogene,
accumulation de

sombre ou facultatives via les pas besoin de lumiere, métabolites,
hydrogénases robuste, adaptable rendement de
conversion
" . . Faible intensité de
Réaction bio-électro-chimique .
. . . courant générée par les
(abiotique) effectuée par la Consommation de CO,, . .
Cellules microorganismes,

d’électrolyse
microbienne

distribution d’électrons libre
via une cathode a des
microorganismes tels que les
Geobacter

utilisation d’un large
spectre d’effluents,
basse température

instabilité des cultures
mixtes, pas adapté
pour des substrats
solides
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L'inconvénient majeur de ces différentes technologies est le colt élevé d’investissement et
de fonctionnement qui peut constituer un frein pour leur développement. De plus, le niveau
de maturité technologique de ces différents procédés est faible, et des activités de
recherche et de développement sont indispensables pour lever certains verrous
technologiques, afin d’augmenter leur productivité et leur rendement. Néanmoins, de
toutes les technologies émergentes pour la production d’hydrogene, la fermentation sombre
reste la technologie la plus aboutie ayant le plus de retour d’expérience notamment dans le

domaine de I'agroalimentaire et la santé.

De plus, une solution largement envisagée afin de rendre ces procédés plus compétitifs
consiste a coupler plusieurs procédés biologiques afin de dégrader au maximum la matiere
organique et de maximiser la production de biomolécules a fortes valeurs ajoutées. Par
exemple, la Figure 8 met en avant les couplages possibles entre les différents procédés
biologiques en fonction de leurs besoins énergétiques et nutritifs dans un objectif de

production optimale d’hydrogéne [45].

Figure 8 : Couplage de différent procédé de production d'hydrogene

Une autre solution également envisagée consiste en le couplage d'un réacteur de

fermentation sombre avec un réacteur de digestion anaérobie dans le but de produire d’'une
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part de I’hydrogene et d’autre part du méthane. En effet, comme décrit dans le Tableau 3,
durant I'étape de fermentation sombre, seulement 7,5 a 15 % de I'énergie contenue dans la
matiere organique est convertie en hydrogene et en molécules simples (acides gras volatils)
[46]. Afin de valoriser ces molécules simples et le reste de la matiere organique non
dégradée, il est possible de les convertir en méthane dans un second réacteur [47]. Ce
procédé a deux étapes pour la production d’un mélange d’hydrogéne/méthane (5 a 20%

d’H,) est appelé biohythane et sera traité dans un chapitre spécifique.

3.2. Principe de la fermentation sombre

La fermentation sombre est un processus naturel qui consiste, dans un environnement
anaérobie (absence d’oxygene), en la décomposition de matieres organiques par une série
de réactions biologiques impliquant des communautés microbiennes spécifiques [48]. La
fermentation sombre fait partie intégrante du processus global de digestion anaérobie

(méthanisation).

En effet, la fermentation sombre correspond aux premieres étapes de la digestion anaérobie
[49]. En d’autres termes cela consiste en la transformation de la matiére organique via un
consortium microbien fonctionnant en anaérobiose produisant plusieurs métabolites dont
un biogaz riche en hydrogene et dioxyde de carbone. La décomposition de la matiere
organique est essentielle aux microorganismes afin d’obtenir 'apport en carbone et en

énergie nécessaires a leur développement.

La Figure 9 est un schéma simplifié représentant les différentes étapes de la digestion
anaérobie dont la premiere étape consiste en I'hydrolyse de la matiére organique. La
matiére organique composée de chaines longues (protéines, lipides, polysaccharides et
acides nucléiques) est hydrolysée en chaines plus courtes de monomeres et d’oligomeéres
solubles (sucres, acides aminés ou encore acides gras). Ces réactions sont possibles graces a
des enzymes extracellulaires (cellulases, protéases, lipases) excrétées par des
microorganismes anaérobies stricts (Clostridium sp.) ou anaérobies facultatifs (Acetobacter

sp., Streptococcus sp.) [50].

49



Revue Bibliographique

Matiére organique (protéines, lipides,
hydrates de carbone...)

|
Hydrolyse
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Monomeres et oligoméres
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Acidogenése

v

Acides gras volatiles (sauf acétate),
acides organiques, alcools
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Acetogeneése
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Figure 9 : Schéma du principe de la digestion anaérobie

La deuxieme étape est |'étape d’acidogenése qui consiste en la transformation des
monomeres et oligomeres solubles en acides organiques (butyrate, propionate, lactate) et
en alcools. Cette étape est réalisée notamment par des especes d’Enterobacter sp., Bacillus
sp. et Clostridium sp. ou encore Escherichia coli qui sont également productrices
d’hydrogéne. Cette étape peut entrainer une accumulation d’acides gras volatils (AGVs) qui
sont potentiellement néfastes pour les étapes suivantes (acétogénese, méthanogenese)

[51].

Au cours de la troisieme étape d’acétogenéese, les acides gras volatils et les alcools sont
transformés en acétate, en dioxyde de carbone, en hydrogéne et en formate par la voie

hétérofermentaire. Elle est portée par des bactéries acétogenes syntrophes des
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méthanogénes comme Syntrophomonas sp. ou encore Syntrophobacter wolinii [52].
Cependant, certaines des réactions notamment a partir du propionate, du butyrate et de
I’éthanol présentent une énergie libre de Gibbs positive donc thermodynamiquement
défavorables dans les conditions normales de réaction : ces réactions deviennent possibles
seulement avec des pressions partielles en hydrogene tres faibles [10™-10°] atm [52]. C’est
donc lors des étapes d’acidogenése et d’acétogenése, si les conditions sont favorables, qu'’il

est observé une production d’hydrogene.

L’étape d’acétogénese peut également étre réalisée par des bactéries non syntrophes des
méthanogeénes qui peuvent consommer I’hydrogéne et le dioxyde de carbone pour former

de I'acétate par homoacétogénese en conditions de stress ou d’épuisement du substrat [53].

Enfin, une quatrieme étape, non désirée lors de la fermentation sombre, transforme

I'acétate et 'hydrogene en méthane et dioxyde de carbone par méthanogenése.

D’aprés ce schéma et comme rapporté par Das et al. (2007), l'inconvénient de la
fermentation sombre se trouve dans I'instabilité de la production d’hydrogene qui réside en
grande partie dans la capacité a sélectionner les voies métaboliques productrices
d’hydrogeéne et empécher la reconsommation de I’hydrogene pour produire de 'acétate et

du méthane [4].

De plus, I'étape d’hydrolyse est souvent limitante lors de la fermentation de déchets solides
lorsque le substrat est complexe (déchets agricoles, déchets végétaux, papier, carton). En
effet, les composés complexes tels que des composés lignocellulosiques contenant une forte
proportion en lignine (par exemple, les végétaux, le bois, la paille) ont régulierement été
citées comme produisant une faible quantité d’hydrogéne car ils possédent une structure
limitant I"accessibilité de la cellulose et de I’hémicellulose pour les microorganismes [54]. Par
exemple, il a été référencé un faible potentiel hydrogéne pour la paille de blé, de mais ou de
I’lherbe (1-68, 3-57 et 6-16 mLH,/gMV respectivement). En outre, les composés faciles
d’acces pour les microorganismes ont quant a eux un meilleur potentiel hydrogene. En

particulier, les déchets alimentaires, tels que la salade, le chou, les carottes, les pommes de

51



Revue Bibliographique

terre ou le riz, présentent des potentiels élevés (50, 62, 71, 106 et 134 mLH,/gMV
respectivement) [55]. En comparaison, pour des substrats simples tels que le glucose ou le
fructose, le rendement en hydrogéne peut atteindre 271 mLH,/gMV et 258 mLH,/gMV [56].
D’un point de vue général, une étude a montré que le potentiel hydrogéne diminuait en

suivant 'ordre: déchets alimentaires > déchets agricoles > déchets d’élevages [57].

3.3. Voies métaboliques liées a ’hydrogene

Voies productrices d’hydrogene

Plusieurs voies métaboliques sont productrices d’hydrogéne ; ce sont notamment les voies

coproductrices d’acétate, de butyrate et de formate (Figure 10).

ADP +Pi  ATP Hydrogénases
NAD* NADH + H* oo Fd o+ 2H*
2ADP + 2Pi 2NAD* Y
2NADH + 2H* ~ \
FdH,
2ATP 2NADH + 2H*
ADP +Pi ATP  2H* @
Oxaloacétate l | f Pvru < 2,3-butanediol
+ 1
NADH + H €O, H,0 2C0,
7 Fd + 2H*
NAD* ' NADH + H* NAD* NADH + H* NAD*
Malate NADH + H* 2C0, «” [ % FdH, Acétaldéhyde
o] »
NAD Acétyl-CoA
Fumarate
Lactate
ch Acétoacetyl-CoA -—=-—- ‘>
NADH + H* N ADP + P N
ATP +P NADH + H* '
- ) 2C0, i
NAD* ATP Y
ADP + P NAD* Isopropanol
Succinate o prop
ATP ~ Lactyl-CoA @ 3-Hydroxybutyryl-CoA
H,0 H,0
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ADP + Pi % ADP + Pi NADH + H“a
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Figure 10 : Voies métaboliques pour la production d'hydrogéne par fermentation sombre[45]

D’apres cette figure, lors de la dégradation du glucose, le pyruvate est tout d’abord produit
via la voie d’Embden-Meyerhoff-Parnas (ou glycolyse). Lors de cette transformation des
éléments tels que I'adénosine triphosphate (ATP) et la forme réduite de la nicotinamide

adénine nucléotide (NADH) sont produits. Ensuite, une réaction intermédiaire produisant de
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I’Acétyl-coenzyme A (Acétyl-CoA) a partir de pyruvate peut étre réalisée. Lors de cette

réaction, deux voies principales sont capables de catalyser la production d’hydrogene:

e Lavoie formate:
La réaction du pyruvate pour former de I’Acétyl-CoA produit également du formate grace a
I'enzyme pyruvate formate lyase. Le formate peut ensuite étre converti en hydrogene et en

CO, par le complexe enzymatique formate hydrogenlyase que possede notamment les

bactéries de type Escherichia coli (Equation 3).

Formate -» H, + CO, (AGy = —48.4 kJ.mol™?) (Equation 3)

e La voie liée a la réoxydation des éléments réducteurs de la cellule (ferrédoxine et

NADH) :

D’une maniere plus générale, le pyruvate peut étre transformé en acétyl-CoA en réduisant la

ferrédoxine (Equation 4).

Pyruvate — CO, + FdH, + Acétyl — CoA (Equation 4)

L’enzyme hydrogénase réoxyde alors I'exces de ferrédoxine réduite tout en produisant de

I’hydrogéne (Equation 5).

FdH, - Fd* + H, (Equation 5)

Les deux co-produits majeurs associés a la production d’hydrogéne sont alors I'acétate et le
butyrate. Ces deux voies métaboliques sont réalisées par de nombreuses especes de
Clostridium. sp ou d’Enterobacteriacae [45]. La voie acétate entraine un rendement de 4
moles d’hydrogene par mole d’hexose (Equation 6) et la voie butyrate conduit a un

rendement en hydrogéne de 2 moles par mole d’hexose (Equation 7)[58].
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Glucose + 2H,0 — 2Acétate + 2CO, + 4H, (AGy = —215 K].mol~1) (Equation 6)

Glucose — Butyrate + 2C0, + 2H, (AGy = —264 K]. mol 1) (Equation 7)

Une autre voie permettant la production d’hydrogene a partir du glucose via la production
d’acétate et d’éthanol est également possible mais reste sujette a discussion car elle a été
peu observée. Cette voie permet de produire deux moles d’hydrogene par mole de glucose

selon I’équation 8 [59].

Glucose + H,0 — Ethanol + Acétate + 2C0, + 2H,(AGy = —225 KJ. mol 1) (equation

8)

Enfin, lors de I'étape d’acétogenese, certaines voies de production d’acétate sont
obligatoirement productrices d’hydrogene, notamment lors la dégradation du lactate, de
I’éthanol, du butyrate et du propionate (Tableau 4). Cependant ces réactions sont
thermodynamiquement défavorables ou peu favorables et requierent une consommation

immeédiates des sous-produits de réactions, dont I’"hydrogene.

Tableau 4 : Réactions réalisables lors de I'étape d'acétogénese

Réaction AGY (kJ/mol)
Lactate™ + 2H,0 — Acétate™ + 2H, + HCO; + H* -3,9
Ethanol + H,0 — Acétate” +2H, + H* +9,6
Butyrate™ + 2H,0 — 2Acétate” + 2H, + H* +48,1
Propionate™ + 2H,0 — Acétate™ + 3H, + CO, +76,1

Cependant, en utilisant des cultures mixtes (mélange d’espéeces bactériennes), le rendement
en hydrogene peut facilement diminuer a cause de la présence de microorganismes
consommateurs d’hydrogene, présents dans de nombreux milieux anaérobies [60]. En effet,
les études portant sur la production d’hydrogene par fermentation sombre utilisent des
inoculas variés tels que des digestats de boues provenant du traitement des eaux usées [61],
des effluents de méthaniseurs [62], des composts de déchets d’élevage ou municipaux [63]
ou encore des lixiviats de décharge [64]. Ces sources microbiennes présentent une grande
diversité et, contrairement aux cultures pures, sont peu colteuses et plus faciles d’utilisation
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mais présentent des voies alternatives de fermentation, telles que décrites ci-dessous

[65,66].

Les voies consommatrices d’hydrogene

En cultures mixtes, certains microorganismes possedent des voies métaboliques qui peuvent
consommer directement I’hydrogene ou entrer en compétition pour le substrat avec les
bactéries productrices d’hydrogene (Figure 10). L’hydrogene est non seulement une forme
de stockage énergétique pour les bactéries mais aussi un tres bon vecteur énergétique pour
le transfert d’énergie entre espéeces. De plus, les voies consommatrices d’hydrogene sont en
regle générale thermodynamiquement tres favorables, ce qui rend propice sa
reconsommation. Notamment, certaines bactéries appartenant a la famille des
Clostridiaceae (Clostridium aceticum ou Clostridium thermoceticum) produisent de I'acétate

a partir d’hydrogene par homoacétogénése selon I'équation suivante (Equation 9):

4H, + 2C0, — Acétate + 4H,0 (4G, = —94 kJ. mol™1) (Equation 9)
Par ailleurs, la méthanogénese peut consommer directement I’hydrogene pour produire du
méthane (Equation 10). La méthanogénese est effectuée par les Archaebactéries
hydrogénotrophes qui est thermodynamiquement tres favorable:

4H, + CO, —» CH, + 2H,0 (4G, = —136 k].mol‘l) (Equation 10)
D’autres voies métaboliques consommatrices d’hydrogéne ont été décrites, comme la voie
formatrice de propionate (Equation 11) ou de caproate a partir de butyrate et d’acétate
(Equation 12 et 13)

Glucose + 2H, - 2Propionate + 2H,0 (AGy, = —359 kJ. mol™1) (Equation 11)

Butyrate + Acétate + 2H, — Caproate + 4H,0 (AGy = —359 K].mol™1) (equation 12)
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Butyrate + 2C0, + 6H, — Caproate + 4H,0 (AGy = —359 K].mol™1)  (equation 13)

Au-dela de la consommation directe d’hydrogéne, un autre phénomeéne peut réduire de
maniéere indirecte la production d’hydrogene, du fait de la consommation du substrat par
des voies non productrices d’hydrogene. En effet, la production de certains métabolites
passe par l'utilisation de la nicotinamide adénine dinucléotide sous sa forme réduite (NADH).
Cet élément réducteur est soit réoxydé via les hydrogénases (ou le bilan de production
d’hydrogéne est positif), soit réoxydé par des voies annexes (succinate, valérate, caproate,
2,3-butanediol, 1,3-propanediol) ou le bilan de production d’hydrogéne est nul [67]. Ces
différentes voies ont ainsi pour conséquence de concurrencer la production d’hydrogene a

partir d’'un méme substrat.

Le lactate est également un métabolite intermédiaire dont les voies réactionnelles utilisées
pour sa production ne sont pas productrices d’hydrogene : la production de lactate est
cependant régulierement observée lors de la fermentation sombre [68]. Ce métabolite est
essentiellement produit par les lactobacilles regroupant les membres des genres
Lactobacillus, Leuconostoc ou encore Lactococcus. En plus du fait que le lactate utilise une
voie de production concurrente a la production d’hydrogene, les especes telles que
Lactobacillus ont tendance a sécréter des bactériocines dans le milieu qui peuvent étre
stressantes pour les clostridies et engendrer une modification des voies réactionnelles avec
une diminution de la production d’hydrogene [69]. Ce phénomeéne est étroitement lié au
phénomene de solvantogenése qui est caractérisée par une forte production d’Acétone,
Butanol et Ethanol (fermentation ABE), suite a une accumulation des sous-produits de
fermentation (acétate, butyrate a 60 mM) ou une sécrétion de bactériocines [68,73].
Néanmoins, les bactéries lactiques sont non-sporulantes, mais pour certaines thermo-
résistantes, et peuvent étre globalement éliminées en réalisant un traitement thermique de

I'inoculum [69].

L’'objectif principal lors de I'optimisation d’un procédé de fermentation sombre est donc de

favoriser le développement des microorganismes producteurs d’hydrogéene tout en limitant
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I'impact négatif de certains parametres sur le rendement final en hydrogéne (inhibiteurs,

reconsommation...).

3.4. Conditions opératoires favorables a la production

d’hydrogéne

Afin d’améliorer le rendement de conversion en hydrogene et d’augmenter les
productivités, plusieurs stratégies peuvent étre envisagées : (1) prétraiter I'inoculum pour
diminuer la quantité de microorganismes impactant la production d’hydrogéne (archées
méthanogenes, bactéries lactiques...), (2) prétraiter le substrat pour permettre une
meilleure accessibilité de la matiére organique (3) fixer des conditions de culture favorables
au développement des microorganismes producteurs d’hydrogene et défavorables a la

croissance des microorganismes consommateurs et concurrents.

Prétraitement de I'inoculum

Différents prétraitements (thermique, chimique, choc de pH) peuvent étre utilisés afin
d’éliminer les microorganismes non-sporulants (bactéries lactiques et archées
méthanogenes) présents dans des cultures mixtes. En effet, la faculté a sporuler de certaines
bactéries telles que les Bacillus ou encore les Clostridium leur permettent de résister a des
facteurs environnementaux défavorables ou extrémes. La sporulation conduit les bactéries a
passer d’une cellule végétative (capable de se multiplier) a une forme de spore en attendant
I’'amélioration des conditions environnementales. Ce type de traitement est donc efficace
pour enrichir I'inoculum en bactéries sporulantes majoritairement productrices d’hydrogene
(Clostridia) [70], et pour éliminer les microorganismes tels que les bactéries lactiques et les
archées méthanogénes connues comme non-sporulantes. Cependant, ce traitement n’est
pas adapté pour éviter la réaction d’homoacétogénese portée notamment par certaines
especes de Clostridium. Le prétraitement thermique est la méthode la plus utilisée dans la
littérature (Tableau 5). Ce traitement est généralement effectué a 100°C pour une durée
comprise entre 15 min et 4 h. Cependant l'efficacité de ce traitement est trés variable et

encore discutée, aucune procédure standardisée n’existant a ce jour.
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Tableau 5 : Prétraitement thermique utilisé sur I'inoculum avant fermentation sombre pour la production d'hydrogene a
partir de FFOM (fraction fermentescible des ordures ménageéres) et d’OMB (ordures ménageres brutes)

Inoculum Substrat Cor\dlt|9ns Tralterpent pH Temperatur Rendement H, Réf
opératoires thermique e
Boues R R 23,4+2.9
anadrobies FFOM Batch 100°C, 4h 7 35°C NMLH,/gMV [71]
B(,Jues' OMB Batch 100°C, 1h 5-5,5 37°C 43 mLH,/ gMV [72]
anaérobies
Boues Continu R . R 127 mLH,/
aérobies FFOM TSH : 24 h 100°C, 15min 5,7 38°C AMVreonn [73]
Boues R R [2519 - 85£3]
anadrobies FFOM Batch 100°C, 4h 5,5 35°C mLH,/ gMV [74]

FFOM : Fraction Fermentescible des Ordures Ménageres, OMB : Ordures Ménagéres Brut

Un prétraitement chimique peut aussi étre utilisé pour inhiber spécifiquement les archées
méthanogenes en utilisant des composés tels que I'acide 2-bromoethanesulfonique (BESA),

le chloroforme ou encore 'iodopropane [65,75].

Enfin, un prétraitement par choc pH permet d’éliminer les communautés consommatrices
d’hydrogéne [70]. En effet, un traitement acide (en dessous de 6,3) ou basique (supérieur a
7,8) est efficace pour réduire la présence de méthanogenes [76]. Le traitement acide reste le
plus utilisé dans la littérature. Il consiste a ajouter de I'acide chlorhydrique a hauteur de 1 a
2 mol/L pour ajuster le pH a 3 pendant 24 heures [77,78]. Le traitement basique consiste
quant a lui a ajuster le pH a 10 avec de la soude a 1 mol/L et maintenir le milieu a 25°C

pendant 24 heures [78,79].

Bien que de nombreuses méthodes de prétraitement de I'inoculum existent, elles peuvent

toutefois également induire un effet délétere sur les communautés productrices
d’hydrogene et ainsi affecter négativement la production d’hydrogene. A titre d’exemple,
Luo et al. (2010) ont étudié les performances de production d’hydrogene dans des réacteurs
batchs inoculés avec des cultures mixtes ayant subi différents prétraitements : ces auteurs
ont mis en évidence que le rendement maximal était atteint sans prétraitement de
I'inoculum [80]. Néanmoins, d’apres la littérature, le traitement thermique reste le choix le

plus judicieux en termes de facilité technique et économique.
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Prétraitement du substrat

Le prétraitement du substrat permet également d’améliorer I'accessibilité des composés
difficilement dégradables par les microorganismes. En effet, les objectifs de ce traitement
sont de dissoudre la structure complexe de la lignine, réduire le degré de polymérisation de
la cellulose et de I’hémicellulose et de diminuer la cristallinité de la cellulose [81]. En
d’autres termes, c’est un moyen de faciliter I'étape d’hydrolyse. Dans la fraction
fermentescible des ordures ménageres, certains éléments comme le papier, le carton et les
déchets de jardin sont composés de matieres complexes qui nécessite un temps de

dégradation élevé [82].

Un des prétraitements couramment utilisé est le traitement mécanique qui consiste a broyer
et/ou écraser la matiére, permettant de réduire la taille des particules. La biomasse est ainsi
transformée en poudre fine ce qui va augmenter la surface accessible et diminuer le degré
de polymérisation de la cellulose et de I'hémicellulose [83]. L'utilisation de micro-ondes
combinées a I'ajout d’un traitement a I'acide a également été rapportée. Les micro-ondes
permettent en particulier de modifier la structure de la cellulose et également de dégrader
I’'hémicellulose [81]. Cependant, ce type de traitement est colteux d’un point énergétique et
pour I'équipement [84]. Des traitements thermiques nécessitant des conditions extrémes
(fortes températures et/ou fortes pressions) permettent également de déstructurer les
composés complexes. Dans ces procédés on retrouve le traitement par eau chaude,
I'explosion a la vapeur, I'explosion a I'ammoniac liquide, I'explosion au CO, [83]. L’ajout d’un
agent oxydant (peroxyde d’hydrogéne, ozone) est un autre moyen permettant de diminuer
le degré de polymérisation avec une hydrolyse compléte des composés types
hémicelluloses. Les traitements chimiques (acides, alcalins, solvants) vont permettre de
casser les liaisons internes des composés complexes de lignine, d’hémicellulose et de
cellulose [85]. Enfin des traitements biologiques sont également a I'étude. Zhang et al.
(2007) ont en effet réalisé une recirculation d'un effluent issu d’un réacteur de
méthanisation dans un réacteur d’hydrolyse alimenté avec des résidus végétaux et ont

montré une amélioration de I'activité enzymatique [86].
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Configuration du fermenteur

La production d’hydrogene par voie fermentaire peut étre réalisée selon trois configurations
principales de réacteur: réacteur batch, réacteur fed-batch et réacteur continu [87]. La
majorité des études au niveau laboratoire, notamment celles utilisant des substrats
complexes, sont réalisées dans des réacteurs de type batch afin d’éviter les difficultés
techniques liées au fonctionnement en continu (pompages, fuites...) [45]. Le réacteur batch
est généralement utilisé pour identifier les conditions permettant I'amélioration de Ia
production d’hydrogene par la sélection du substrat, de la communauté bactérienne ou par
I’ajustement des conditions opératoires [88]. De plus, les réacteurs batchs sont fermés et le
milieu n’interagit donc pas avec l'extérieur, ce qui permet de réduire les risques de

contaminations.

Le mode fed-batch consiste a alimenter au fur et a mesure le réacteur, sans soutirage. Cette
technique est encore peu utilisée pour la production d’hydrogéne [89]. Argun et al., (2011)
indique que ce genre de procédé permettrait, entre autres, un développement rapide des

micro-organismes [88].

Le mode continu est représenté par un apport continu de substrat, avec un débit de sortie
égal au débit d’entrée afin de conserver un volume constant dans le réacteur. Un réacteur
fonctionnant en mode continu permet de limiter le développement des microorganismes
consommateurs d’hydrogene (méthanogénes et homoacétogénes) en appliquant un temps
de séjour hydraulique (TSH) court [90]. Le TSH est défini comme le rapport entre le volume
utile du réacteur et le débit en intrant: il permet de sélectionner la communauté
microbienne par rapport aux taux de croissance des microorganismes présents. Si le taux de
croissance est inférieur au taux de dilution (i.e., inverse du temps de séjour hydraulique), les
microorganismes planctoniques (mobiles) ne peuvent se maintenir et, par effet de dilution,
sont alors « lessivés » du réacteur. Les microorganismes consommateurs d’hydrogene ayant
généralement un taux de croissance inférieur aux bactéries productrices d’hydrogéne, un

temps de séjour court peut étre une maniéere efficace pour les éliminer.
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Zhang et al. (2006) ont étudié I'effet de différents temps de séjour hydraulique sur la
production d’hydrogeéne en utilisant du glucose comme substrat [91]. Cette étude a mis en
évidence que le temps de séjour hydraulique permettait de sélectionner une population
microbienne avec un rendement en hydrogene optimal lorsqu’un temps de séjour égal a 6
heures était fixé. L'étude bibliographique de Valdez-Vazquez et Poggi-Varaldo (2009) a
également mis en évidence qu’un temps de séjour de 6 heures semble étre recommandé

pour une production d’hydrogéne optimale [92].

pH

Le pH est également un parametre crucial pour les réactions de fermentation, puisqu’il
permet, entre autres, de sélectionner les bactéries productrices d’hydrogene, de limiter la
croissance des microorganismes méthanogenes et d’éviter les réactions annexes comme la

solvantogenese [62,84].

La gamme de pH utilisée dans la littérature lors de la fermentation sombre est tres étendue,
allant de 4,5 a 8 [93,94]. Cette large gamme peut notamment étre expliquée par la grande
variété de substrats et d’inocula utilisés dans les différents travaux [95]. En effet, pour des
sucres simples comme le glucose, Lie et al. (2008) ont reporté un rendement optimal en
hydrogéne a un pH de 6 (1,83 molH,/mol) [96]. Dans un réacteur continu alimenté avec du
glucose, Fang et Liu (2002) ont également trouvé un pH optimal de 5,5 avec un temps de
séjour hydraulique de 6 heures [97]. Avec des substrats complexes comme des déchets agro-
alimentaires comme le lactosérum de fromage (composé essentiellement de lactose,
protéines, lipides et des sels (NaCl, KCl)) De Gioannis et al. (2014) ont montré que le pH
optimal se situe entre 6,5 et 7,5 (171,3 NmL H,/groc) en réacteur batch avec une régulation

continue du pH [98].

Bien que la gamme de pH soit large, un pH inférieur a 4,5 lié a une accumulation d’acides
gras volatils (AGVs), va induire une production de solvants et une réduction du rendement
en hydrogene [99]. En effet, a de faibles pH (< 4,5), le phénoméne de solvantogeneése par

production d’acétone et de butanol voire d’éthanol implique des voies concurrentes a la
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production d’hydrogéne [112,112]. En général ce phénoméne est lié au stress cellulaire de
sporulation chez les Clostridium sp. (choc de température, baisse brutale du pH, présence

d’oxygéne) [62,99].

Enfin, les microorganismes méthanogenes se développent a une gamme de pH supérieure a
6,8 avec une inhibition forte en dessous de 6,6 [103]. Fixer un pH inférieur a 6,6 dans un
réacteur de fermentation sombre permet donc de réduire la probabilité d’implantation

d’archées méthanogenes et donc d’apparition de méthane.

Température

La température joue également un réle important dans les réactions biologiques [95]. Trois
gammes opératoires de températures sont généralement décrites pour la fermentation
sombre: mésophile (35°C), thermophile (55°C) et hyperthermophile (>65°C). Ces gammes de
températures correspondent aux températures optimales de fonctionnement et de
croissance des micro-organismes. Ainsi, une variation de la température peut affecter la
structure de la communauté bactérienne présente lors de la fermentation. Comme le
rapporte Lazaro et al. (2014), une différence importante de la structure de la communauté
microbienne est observée entre des températures mésophiles et thermophiles [104]. Cette
étude a notamment rapporté un shift entre des Clostridium. sp en conditions mésophiles et
des Thermoanaerobacterium. sp en conditions thermophiles. Cependant, dans ces
conditions, la modification de température n’impacte pas la production d’hydrogene (2,31 et

2,23 mmolH,/gpco respectivement).

Ghimire et al. (2015) ont également mis en évidence qu‘un changement de température
avait un effet sur les voies métaboliques, et par conséquent sur les coproduits issus de la
fermentation sombre [95]. L'étude de Valdez et al. (2005) a également montré une
différence sur la distribution des métabolites produits en conditions mésophiles et
thermophiles : le métabolite majoritairement produit en mésophilie était le butyrate alors

gu’en thermophilie, I'acétate était le produit majoritaire [105].
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Globalement, il est rapporté qu’une augmentation de la température permet une hydrolyse
plus rapide sur des substrats complexes [57]. De plus, la vitesse de croissance des
microorganismes est 27 a 60% plus rapide en digestion anaérobie thermophile sur des
substrats mixtes tels que les fractions fermentescibles des ordures ménageres [106].
Cependant, une étude a également rapporté une dégradation de la matiere organique plus
faible a 50°C qu’a 35°C (39 et 46% respectivement) lors de l'utilisation de déchets

alimentaires [107].

L'impact de la température sur la fermentation peut également étre différent en fonction de
I'inoculum utilisé. Danko et al. (2008) ont étudié la production d’hydrogene et d’AGVs a
partir de deux inocula (boues granulaires et boues en suspension) en faisant varier la
température (37, 60 et 70°C) en réacteur batch. Cette étude a montré que I'augmentation
de la température impactait différemment en fonction du type d’inoculum. En effet, pour les
boues granulaires, I'augmentation de la température jusqu’a 60°C était favorable a la
production d’hydrogene alors que la boue en suspension était séverement affectée par
I'augmentation de la température avec une forte diminution de la production d’hydrogéne

et d’AGVs [108].

Cas des déchets ménagers

Le Tableau 6 permet de dresser un état de I'art des parameétres opératoires en se focalisant
sur les études utilisant comme substrats des ordures ménageres et notamment la fraction
fermentescible (FFOM) ou des déchets alimentaires. La grande majorité des études a été
réalisée avec un inoculum constitué de boues issues de méthaniseur ayant subi un
prétraitement thermique, et avec un mode de fonctionnement de type batch. Le pH était
généralement fixé aux alentours de 5 afin d’éviter le développement des archées
méthanogenes. La plupart des études fixent le pH initial sans le réguler par la suite
[75,104,105,106,107]. L’utilisation d’un tampon tel que I'acide 2-(N-
morpholino)ethanessulfonique (MES) ou un tampon a base de phosphate a également été
rapportée [74,77]. Enfin, une régulation continue du pH afin de le maintenir a une valeur fixe

a également été opérée [76,108]. La température est quant a elle variable allant de 30-37 a
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55°C. Les rendements en hydrogene lors des différentes études montrent que la fraction
fermentescible des ordures ménagéres génére toutefois moins d’hydrogéne (23 a 99

mLH,/gMV) que des déchets alimentaires (43 a 120 mLH,/gMV).

Les substrats peuvent étre globalement regroupés en trois catégories: la fraction
fermentescible des ordures ménageres, les déchets alimentaires et les ordures ménageres
brutes. Concernant la fraction fermentescible des ordures ménageres, plusieurs études ont
utilisé des substrats réels : cependant peu de travaux ont pris en compte les déchets de type
papiers et cartons. Seule I'étude de Alzate-Gaviria et al. (2007) a utilisé la fraction
fermentescible composée de déchets alimentaires de papiers et de cartons provenant d’'une
cafeteria [73]. Certains travaux ont réalisé un tri manuel [113] ou une séparation par
trommel [110,113] afin de récupérer seulement la fraction fermentescible des ordures
ménageres issues de déchets réels. Enfin, Favaro et al., (2013) ont utilisé la fraction
fermentescible d’ordures ménageéres (fruits, légumes, viande, poisson, fromage, riz et pates
mais en éliminant les papiers/cartons): ce déchet se rapproche ainsi des déchets
alimentaires étudiés par Sreela-Or et al. (2011) (riz, Iégumes, fruits, viande) [73,114]. Enfin,
Liu et al. (2006) ont utilisé des ordures ménageres brutes composées de déchets

alimentaires, de papier, de déchets de jardin, de plastique, de pierre et de fer [72].

Globalement, sur déchets réels, les substrats composés seulement de déchets alimentaires
ou agro-alimentaires ont été répertoriés comme ayant le potentiel de production
d’hydrogéne le plus élevé (103,6 et 119,7 mLH,/gMV) [109,112]. Les études utilisant la FFOM
sans les éléments papiers et cartons ont obtenu un rendement en hydrogéne (51, 24 et 38
mLH,/gMV) proche de I'étude de Liu et al. (2006) qui a employé des ordures ménageres
brutes (43 mLH,/gMV) [113,112,115,74]. Cependant I'utilisation de la FFOM comprenant la

fraction papier/carton a montré un potentiel hydrogeéne plus élevé (99 mLH,/gMV) [73].
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Tableau 6 : Conditions opératoires pour la production de biohydrogéene

Inoculum Substrat Mode TSH Prétraitement pH Température Rendement H, Référence
Thermique
Boue de méthanisation OMB Batch - 5-5,5 37°C 43 mLH,/gMV [72]
(100°C, 1h)
Thermique
Boue de méthanisation FFOM Batch - 7 35°C 23,4%2,9 NmLH,/gMV [71]
(100°, 4h)
Mélange de boue Thermique
FFOM Batch - 5,7 38°C 99 MLH,/gMV gimine [73]
aérobie (100°C, 15min)
Thermique [2549 - 85+3]
Boue de méthanisation FFOM Batch - 5,5 35°C [74]
(100°C, 4h) mLH,/gMV
Boue de méthanisation FFOM Batch - - 5,5 55°C 51 mLH,/gMV [111]
Boue de méthanisation FFOM Continu | 1,9 jours - 5,5 55°C 24,26+0,7 mLH,/gMV [110]
FFOM + Déchet Semi-
- 1,9 jours - 5.5 55°C 38 MLH,/gMV 4joue [113]
alimentaires continue
Déchets alimentaires
Boue de méthanisation Batch - Thermique 5,5 37°C 119,7 mLH,/gMV [109]
(Riz et salade)
Déchets alimentaires Thermique
Boue de méthanisation Batch - 4,8inal 30°C 103,6 mL/gMV [112]
(riz, Iégume, fruit, viande) (105°C, 3h)
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3.5. Inhibiteurs principaux de la fermentation sombre

Cependant, au-dela des conditions opératoires, d’autres facteurs sont a prendre en
considération et peuvent diminuer de fagon drastique la production d’hydrogene. En effet, il
existe des composés qui peuvent stresser ou altérer les bactéries productrices d’hydrogene :

ces molécules sont plus communément appelées inhibiteurs.

Pression partielle en hydrogene

La fermentation sombre entraine une production importante d’hydrogéne. Cependant, une
sursaturation de cette molécule dans le milieu de réaction peut altérer le fonctionnement de
la fermentation. En effet, une forte pression partielle en hydrogene peut favoriser sa
reconsommation, par exemple par homoacétogene [45]. De plus, de fortes concentrations
en hydrogene dissous dans le réacteur peuvent rendre thermodynamiquement défavorable
la conversion du NADH en hydrogéne effectuée par les hydrogénases [114]. En effet, les
hydrogénases sont impliquées dans |'oxydation et la réduction de la ferredoxine et si la
concentration en hydrogene augmente dans le milieu, alors I'oxydation de la ferredoxine

devient moins favorable et entraine une diminution de la production d’hydrogene [95].

Pour éviter le phénomene d’accumulation en hydrogéene dissous voire les phénomenes de
sursaturation, plusieurs solutions sont possibles. Une des techniques consiste a diluer la
concentration en hydrogene dissous dans le milieu réactionnel en injectant un gaz inerte
(azote, argon ou dioxyde de carbone). Mizuno et al. (2000) ont mis en place cette technique
qui a permis d’améliorer le rendement en hydrogene en faisant buller en continu de 'azote
avec un débit 15 fois supérieur au débit de production d’hydrogéne [115]. Cependant ce
systéme nécessite par la suite une purification poussée et treés couteuse car il tend a diluer le
gaz produit. Une méthode plus courante est d’intensifier I'agitation du réacteur pour
améliorer le transfert de I’hydrogene de la phase liquide vers la phase gazeuse [116].
D’autres techniques peuvent étre utilisées comme I'extraction par membrane ou encore la

fermentation sous faible pression absolue [128,129].
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Acides gras volatils

L’accumulation d’acides gras volatils peut également étre fortement inhibitrice par réduction
du pH qui va affecter les performances générales de la fermentation sombre via un
changement de voies réactionnelles, de communautés microbiennes et d’activité des
hydrogénases [57]. En effet, lorsque le pH est inférieur au pKa des AGVs (4,75 et 4,80 pour
I'acétate et le butyrate, respectivement), les acides se trouvent principalement sous formes
non dissociées dans le milieu réactionnel, et peuvent alors pénétrer les cellules
microbiennes et impacter négativement I'activité microbienne en général [119]. En effet, les
acides non dissociés vont libérer des protons dans le cytoplasme, ce qui aura pour
conséquence une perturbation de I'équilibre d’oxydo-réduction cellulaire et donc une
augmentation de la demande en énergie [120]. La forme dissociée peut également
contribuer a augmenter la force ionique du milieu réactionnel jusqu’a causer une lyse

cellulaire [121].

Zhang et al. (2011) ont ainsi montré que I'augmentation de la concentration en acétate et
butyrate entrainait systématiquement une diminution de la production d’hydrogene [51]. De
plus, Wang et al. (2008) ont étudié I'impact inhibiteur de molécules telles que I'acétate, le
propionate et le butyrate sur la production d’hydrogene [122]. Quels que soient les AGVs,
cette étude montre que I"accumulation d’AGVs de 50 a 300 mmol/L était corrélée a une
diminution de la dégradation du substrat et de la production d’hydrogene qui chutait de 274
mL d’H, produit a 41, 22 et 26 mL d’H, par I'ajout d’acétate, propionate et butyrate

respectivement.

Azote ammoniacal

Le caractere inhibiteur de I'azote ammoniacal sur la production d’hydrogene et de méthane
est un probléeme régulierement cité, notamment lors de I'utilisation de déchets alimentaires
ou FFOM (Tableau 7). En effet, I'azote organique est minéralisé en azote ammoniacal lors la
dégradation des protéines [106,107], et plus particulierement, lors de la fermentation des

acides aminés [125].
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Tableau 7 : Etat de I'art de I'inhibition par I'azote ammoniacal sur la production de biogaz

Gaz Substrat Forme (g/L) Effet Référence
TAN 1,60 e
H, Glucose NH; 4,00 x 107 Inhibition [126]
TAN 2,00
H, Glucose inhibition [127]
NH; 1,93 x10™
5 N-NH," 1,30
H, Déchets 4 - Inhibition [128]
alimentaires NH3 2,60x10
TAN 0,80-1,40
CHgy Lisier de porc Pas d’effet [129]
NH3 0,43-0,76
L . N-NH," 5,65 o
Inhibit 1
CH4 Eaux résiduelles NHs 0,63 nhibition [130]
TAN 10,0
CH4 Fumier de bovin Inhibition [124]
NH3 1,20
5 TAN 3,86 i 9
CHa _ Dec_hets N Baisse de 50% [131]
alimentaires/lisier NH; 0,22 du rendement
L TAN 5,88 o
CH; | Ordures ménageres Inhibition [132]
NH3 0,50
H> o 0,53 Inhibition
CH, Ordures ménageres NH3 202 bas d'effet [133]

L'azote ammoniacal, ou l'azote total (TAN, « total ammonia nitrogen ») correspond aux
formes ionisée (NH;') et non ionisée (NHs3) qui sont présentes a des concentrations
différentes selon le pH et la température de la solution [134]. Les ions ammonium sont

présents en tant que couple acido-basique NH;'/NHs, Selon I'équation 14 :

NHI o HT + NH; (Equation 14)
La présence d’azote ammoniacal peut étre bénéfique lors de la digestion anaérobie grace a
son pouvoir tampon qui permet a fortiori une plus forte tolérance quant a I'accumulation

d’AGVs [135]. Cependant, la forme non ionisée a été rapportée comme fortement inhibitrice

de l'activité microbienne. D’apres I'étude de Chen et al., (2008), cette inhibition serait
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causée par sa diffusion dans la cellule créant un déséquilibre de protons et/ou une carence

en potassium [136].

D’apres ces différentes études, une baisse du rendement en hydrogéne est observée a des
concentrations plus faibles en ammoniac que lors de la production de méthane. En effet, la
concentration minimale créant une baisse de la production d’hydrogene a été observée a
partir de 0,19 mgNHs/I (2,00 gTAN/L) [127]. Alors que lors de la méthanisation, Gonzalez-
Fernddez et al., (2009) ont rapporté une inhibition pour des concentrations d’environ 0,80
g/L (TAN) soit 81 mgNHs/L (pH = 8, 35°C) [129]. En méthanisation, linhibition par
I’'ammoniac engendre une accumulation des AGVs qui a tendance a renforcer l'inhibition de

la production de méthane [124].

D’une part, dans I’étude de Cavinato et al. (2012) portant sur la production d’'un mélange
hydrogéne/méthane dans un procédé en deux étapes a partir d’ordures ménageres, la
recirculation des jus du deuxiéeme réacteur (méthaniseur) dans le premier réacteur
(fermenteur) a conduit a une accumulation d’ammoniac [133]. Une inhibition de la
production d’hydrogéne a seulement été observée a une concentration de 530 mgNHs/L,
alors que et la production de méthane était encore effective a une forte concentration en

ammoniac (2 020 mgNHs/L).

D’autre part, Salerno et al. (2006) ont montré qu’une différence était observée sur le
potentiel inhibiteur de 'ammoniac entre un réacteur batch et un réacteur continu. En effet il
a été observé que la présence d’ammoniac stoppait la production d’hydrogene dans un
réacteur en continu mais n’avait pas d’impact sur la production totale d’hydrogene lors de
tests en mode batch [126]. Cela a été expliqué par le fait qu’en mode batch le faible pH (5,2
et 6,2) entraine une trés faible proportion en ammoniac (1,3 et 13 mgNH3/L respectivement)
méme lorsque 10 gTAN/L ont été ajoutés. En mode continu, une trés faible concentration
initiale en ammoniac de 0,4 mgNHs/L (1,6 gTAN/L) a ainsi engendré un lessivage des
microorganismes causé par un temps de doublement allongé. Cette étude a cependant
souligné le fait que si la communauté bactérienne était initialement acclimatée a une
certaine concentration en ammonium, méme faible (>0.8 gTAN/L) avant de réaliser le
réacteur continu, une production d’hydrogéne pouvait étre réalisée méme en présence

d’une forte concentration en ammoniac dans le milieu (0,20 mgNHs/L soit 7,8 gTAN/L).
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Plusieurs solutions ont également été développées pour éliminer I'azote ammoniacal dans
différents procédés (méthanisation, dépollution etc...). La premiére option est de diluer le
milieu réactionnel. Dans le cas d’'un méthaniseur, Nielsen et al. (2008) ont prouvé que
I'inhibition des ions ammonium pouvait étre réduite en diluant le milieu avec un effluent
(boue digérée, eau), ce qui permettait une augmentation de la production de méthane de
13% [124]. Dans le cas d’'un procédé a deux étapes avec recirculation des jus, Cavinato et al.
(2011) ont mis en place une élimination partielle de 'ammonium présent dans I'effluent
recirculé par dilution pour maintenir une concentration en ammoniac constante (150
mgNHz/L) [133]. L’absorption est également une solution physico-chimique permettant de
diminuer la concentration en azote ammoniacal. Par exemple, I'argile est un support
échangeur d’ions qui peut absorber I'ammonium et libérer du Ca®*[137]. De plus, dans le cas
du traitement des eaux usées, Lin et al. (2014) ont utilisé comme échangeur d’ions de la
zéolite qui est composée principalement de clinoptilolite-Na, d’heulandite et de quartz avec
une surface de 14,33 m>.g" et d’une capacité échangeuse d’ions de 0,92 meq.g™ [137]. Ce
systeme a notamment permis de faire diminuer la concentration en ammonium de 0,99

gNH,4"/L a 0,29 gNH,"/L, soit d’éliminer 70,7 % d’ammonium.

Les procédés physico-chimiques de stripping ont par ailleurs été étudiés. Le stripping
consiste a éliminer, grace a un flux gazeux, I'azote ammoniacal du milieu réactionnel sous sa
forme gazeuse (NHz), puis de la piéger dans de I'acide sulfurique pour former du sulfate
d’ammonium (NH,4),SO4. C'est une technique régulierement utilisée en dépollution. En
utilisant comme flux gazeux pour le stripping le biogaz produit dans le digesteur (CH4 et CO,),
Serna-Maza et al. (2014) ont diminué la concentration du TAN de 32,4% en appliquant une
température de 85°C et un pH de 10 [138]. Walker et al. (2011) ont étudié plusieurs
scénarios de stripping afin d’optimiser I’élimination de I'azote ammoniacal (0,5 g/l)
directement dans un digesteur anaérobie mésophile (35°) [139]. Un stripping in situ a permis
d’éliminer entre 58 a 90% d’ammonium en appliquant une recirculation du biogaz produit et
sans ajustement de pH. Lors d’un stripping in situ dans un réacteur de méthanisation,
Abouelenien et al. (2010) ont atteint une élimination en azote ammoniacal de prés de 82%
permettant ainsi de maintenir une concentration en azote ammoniacal inférieure a 2
gN/Kgboue (HRT =4 jours, T°C =55°C, pH : 8-9) en appliquant un débit de biogaz recyclé de 0,8

mL/min [140]. Liu et al.,, (2014) ont également atteint une élimination trés importante
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(96,8%) de 'ammoniac contenu dans du lisier de porc (1,45 gNH4"/l), en appliquant les
conditions suivantes : un pH de 8, une température de 36+1°C et un débit de gaz de 6L/min
[141]. Le stripping avait ici été utilisé comme prétraitement pour pouvoir utiliser le lisier de

porc dans une installation de digestion anaérobie.
3.6. Les installations a échelle pilote

L’échelle laboratoire permet de comprendre et d’étudier le procédé de fermentation sombre
pour une production optimale d’hydrogene, dans un premier temps. Seulement a une
échelle plus importante il est nécessaire d’étudier d’autres variables qui ne sont pas
considérées a petite échelle mais qui peuvent affecter significativement les performances du
procédé, a une échelle pilote voire industrielle. En effet, certains parametres tels que le
stockage du substrat, le maintien des conditions anaérobies, le traitement des sorties de
réacteurs, la récupération d’hydrogene produit, le maintien d’'un pH homogéne dans le
fermenteur ou encore la gestion des odeurs peuvent étre difficiles a gérer et coliteux [142].
Actuellement aucun réacteur de fermentation sombre n’est opéré a I'échelle industrielle.
Néanmoins des réacteurs a échelle pilote ont déja vu le jour dont quelques unités

remarquables :

Liu et al. (2014) ont utilisé un fermenteur agité de 400 L et ont contrdolé la température
(35°C), la pression et la concentration en hydrogéne. L'inoculum a été prétraité
thermiguement (100°C pendant 45 minutes) et un substrat simple (sucrose, 20 gDCO/L) a
été utilisé. La stratégie de démarrage du pilote était de réaliser une premiere étape en mode
batch de deux jours, pour ensuite se placer en mode continu pendant 30 jours (TSH de 12
jours) afin d’adapter initialement la communauté microbienne issue de boue (Clostridium
butyricum et Clostridium pasteurianum). La productivité d’hydrogene durant la phase
continue a été de 2,71+0,98 m3/m3/j soit un rendement max de 1,01 + 0,37 molH,/molsycrose

[142].

Lee et al. (2010) ont développé un réacteur de fermentation sombre en continu de 500 L
alimenté avec des déchets alimentaires prétraités. Le prétraitement a consisté a broyer puis
presser ces déchets afin de récupérer une fraction liquide. Ce jus, contenant principalement
des composés solubles biodégradables, était par la suite traité thermiquement (100 °C

pendant 30 minutes) avant d’étre injecté dans le fermenteur. La température du réacteur
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était fixée a 30°C et le pH régulé a 5,5 avec une agitation continue et le temps de séjour
hydraulique était de 21 heures. Cette étude a couplé une étape de fermentation a un
méthaniseur UASB (Upstream Anaerobic Sludge Blanket) afin de compléter la dégradation
du substrat et de valoriser les AGVs produits par fermentation. Les performances, en termes
de rendement d’hydrogene, étaient de 1,82 molH,/molgycose SOIt Une productivité de 3,88

L/m>/j [143].

Le procédé nommé « Innovative Hydrogenation & Methanation Technology (HyMeTek) »
situé a Taiwan est également un procédé a deux étapes avec un fermenteur continu (TSH de
9 heures) de 380 L et un méthaniseur 2400 L. Le rendement obtenu avec ce procédé est de
1,5 molH,/Molhexose SOIt une productivité de 2,97 m3/m3/j en utilisant de la molasse comme

substrat [144].

Enfin, Cavinato et al. (2012) ont également réalisé un procédé a deux étapes avec un
réacteur de fermentation suivi d’'un réacteur de méthanisation tous les deux en continu
(TSH : 3,3 et 12,6 jours respectivement) d’un volume de 200 et 760 L, respectivement [128].
Des déchets alimentaires traités mécaniquement ont été utilisés pour obtenir un rendement
en hydrogéne de 66,7 mLH,/gMV soit une productivité de 2,6 m?/m?/j (pH: 5,5 et

température : 55°C).

Finalement, la plupart des procédés a I’échelle pilote sont réalisés en vue de transformer un
substrat de type déchet (molasse, déchets alimentaires) avec comme objectif de coupler le
procédé de fermentation sombre a d’autres procédés biologiques notamment avec un
méthaniseur pour former un mélange de gaz (H,/CH,) appelé biohythane afin d’améliorer le
rendement de conversion de la matiére organique pour, a terme, créer un procédé global

économiquement viable.
4. Le biohythane

Bien que de nombreuses études académiques aient été réalisées pour améliorer le
rendement de production en biohydrogéne, celui-ci reste encore trop faible pour que ce
procédé soit économiquement viable seul [145]. En effet, la production d’hydrogene dans un
réacteur de fermentation sombre représente au maximum 4 molH;/molgycose Si la voie

acétate, la plus performante, est utilisée par les microorganismes [146]. De plus, la
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fermentation sombre ne permet de convertir qu’une partie de la matiere organique en
hydrogene : des AGVs sont également produits lors de cette conversion, et I’hydrolyse de
composés, en particulier des composés lentement biodégradables, n’est pas complétement
réalisées. C’est la raison pour laquelle, de nombreuses études envisagent de coupler la
fermentation sombre a un autre procédé biologique pour rendre la production de
biohydrogene plus économiquement viable. Ce couplage peut étre envisagé avec la
photofermentation [147], I'électrolyse microbienne [148] ou encore la méthanisation [149].
Ce dernier concept vise a produire un mélange d’hydrogene et de méthane appelé
biohythane qui suscite un fort engouement au niveau scientifique et industriel de par ses

caractéristiques, tel que décrit ci-dessous :
4.1. Caractéristique et utilisation de I'’hythane®

L’hythane® est un gaz composé d’hydrogéne (5-25%) et de méthane (95-75%) [5]. Ce
mélange est considéré comme un carburant moins polluant qu’un carburant classique. En
effet, 'ajout d’hydrogene au gaz naturel permet de réduire les émissions de gaz polluants
lors de sa combustion tels que le monoxyde de carbone (CO) et les hydrocarbures non
consommés (HCs) [6,7]. De plus, I'hydrogéne incorporé au méthane augmente
I'inflammabilité et la vitesse de flamme, diminue I'énergie d’allumage et enfin permet une
combustion plus compléte par rapport au méthane seul ou au diesel dans les véhicules [5].
Toutefois, 'amélioration des performances est conditionnée a I'adaptation des moteurs de

combustion (renforcement de la ventilation, installation de bougies dites « froides »)[150].

Méme si I'hydrogéne posséde une faible masse moléculaire (2,016 g/mol) comparée au
méthane (16,043 g/mol), son pouvoir calorifique est deux fois supérieur (119,93 kJ/g contre
50,02 kJ/g) (Tableau 8) [3,151]. L’hydrogéne posséde également une vitesse de combustion
dans I'air, comprise entre 265 et 325 cm/s, supérieure a la vitesse de combustion du

méthane (37-45 cm/s), ce qui en fait un gaz adapté a la combustion.
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Tableau 8: Propriétés physico-chimique de I'hydrogéne et du méthane

Hydrogene | Méthane

Masse moléculaire 2,02 16,04

Densité du gaz (kg/m°?) 0,0838 0,6511

Pouvoir calorifique (kJ/g) 119,9 50,0

Vitesse de combustion dans I'air (cm/s) 265-325 37-45
Température de flamme dans I'air (cm/s) 2318 2148
Volume calorifique inférieur (ki/m°) 10,1 32,6
Diffusivité dans I'air (cm?/s) 0,63 0,20

Ainsi, la premiere étude sur I'utilisation de I'hythane a été recensée en 1983 par Nagalingam
[152]. Ce travail s’intéressait aux performances de moteurs lors de la combustion de gaz
naturel enrichi en hydrogene. Cette étude a notamment montré que I'ajout d’hydrogéne (de
20 ou 50%) augmentait I'efficacité thermique et la vitesse de flamme comparé a I'utilisation
du gaz naturel seul. Ces premiers résultats ont permis d’initier I'intérét de I'utilisation de ce
mélange. En 1992, la compagnie américaine (Hydrogen Component Inc) a déposé le premier
brevet sur I'utilisation d’'un mélange hydrogéne/méthane dans les moteurs a combustion
appelé alors hythane®. Depuis, de nombreuses recherches sur I'utilisation de I’'hythane®
dans les moteurs ont été réalisées et ont notamment montré la diminution des émissions de

gaz polluants lors de I'ajout de I’hydrogéne au méthane [153,154,156,162].

L’hythane® est de nos jours produit par injection d’hydrogéne dans le gaz naturel.
Cependant une autre méthode en développement consiste a mélanger I’hydrogene et le

méthane issu de procédés biologiques : ce mélange de gaz est alors appelé biohythane.

4.2. Principe de production de biohythane

La production de biohythane peut étre réalisée par un procédé anaérobie en deux étapes
(Figure 11). La premiére étape consiste en la conversion du substrat par fermentation
sombre pour produire notamment de I'hydrogene, et des sous-produits de I'activité

microbienne, comme acides gras volatils et alcools (éthanol) [157]. Ces composés organiques
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ainsi que le substrat non dégradé peuvent alors étre convertis en méthane dans un second

réacteur [144].

METHANE Effluent Outlet
REACTOR

Feed @ HYDROGEN
REACTOR

Figure 11 : Schéma du principe de la production de biohythane[144]

Un état de I'art des conditions opératoires utilisées pour la production de biohythane ainsi
que les rendements et productivités obtenus en hydrogene et en méthane est présenté dans

le Tableau 9.

Lors de I'étape de fermentation sombre, le temps de séjour hydraulique (TSH) est
généralement de 13 a 81% inférieur aux TSH appliqués lors de I'étape de méthanisation pour
éviter le développement des bactéries méthanogenes. De méme, un faible pH favorise le
développement des bactéries fermentaires et défavorise les méthanogeénes. En
comparaison, la valeur optimale du pH lors de I'étape de méthanisation est comprise entre

6,5 et 8,3.
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Tableau 9 : Etat de I'art des procédés a deux étapes pour la production de biohythane

Réacteur de fermentation Réacteur de méthanisation
. Temp Productivité . | Temp Rendement Productivité s
Substrat TSH R Hinitia Rendement (H TSH R Hinitia Références
OMB (TZS"?A) 37 55,5 43 mL/gMV ; 15 37 7,5 500 mL/gMV ; [72]
Déchets 3,0 55 6,0 69 mL/gMV 23 1/kgMV/j 12 55 80 | 348mL/gMV | 29 L/kgMVJj [158]
alimentaires ! ’ g 8 J , g g J
Déchets 33 55 5,5 66,7 mL/gMV 202 L/kgMV/j | 12,6 | 55 76 | 482,4mL/gMV | 57,1 L/kgMV/j [128]
alimentaires ’ ’ ’ g 7 g J 7 7 7 g 7 g J
Déchets 6,0 37 6,5 310 mL/gMV 3,63 L/L/j 0,6 37 75 210 mL/gMV 1,75 L/L/j [159]
alimentaires | (TSM)’ ’ g ! J ! ! g ! J
Déchets 6,6 40 5,7 65,0 mL/gMV 98 L/keMV/j | 26,7 | 40 70 | 546mL/gMV | 20,5 L/kgMV/j [160]
alimentaires ’ ’ ’ g 7 g J 7 7 g 7 g J
Dechets Batch 37 6,0 55,0 mL/gMV ; Batch | 37 7,0 94 mL/gMV ; [161]
alimentaires
FFOM 1,9 55 55,7 | 0.056 ML/MOlheose ; 15,4 55 ; 287 mL/goco ; [162]
FFOM 3,0 55 5,5 50,6 mL/gMV 16,9 L/kgMV/j | 12,6 55 8,3 416 mL/gMV | 33,0 L/kgMV/j [133]
. Batch
Riz 7i) 37 5,5 125 mL/gMV - Batch 37 6,5 232 mL/gMV - [163]
Sorgho 0,25 35 4,9 10,4 mL/gMV 41,6 L/kgMV/j | 0,83 35 7,5 29 mL/gMV | 34,9 L/kgMV/j [164]
Paille de blé 1,0 70 5,1 89,0 mL/gMV 89,0 L/kgMV/j | 3,0 70 7,0 307 mL/gMV | 102,3 L/kgMV/j [165]
Huile de . .
palme 2,0 55 5,5 135 mL/gMV 1,31 Lyiogar/L/] | 15,0 35 7,5 414 mL/gMV | 0,16 Lyjogar/L/j [166]
Patate 2,0 55 5,5 85 mL/gMV 2,1 L/L/j 10 55 | 7,1-7,6 | 338 mL/gMV 1,2 L/L/j [167]
Résidus de 333
distillation | S2th | 37 | 547 | 478 mL/gDCOsgrace ] Batch | 37 | 717 | in1/gDCOugaue ] [168]

.
: temps de séjour massique
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Les rendements lors de |'étape de fermentation sont tres variables et compris entre 10,4
mLH,/gMV et 310 mLH,/gMV. En regle générale, les expérimentations utilisant les déchets
alimentaires produisent plus d’hydrogéne (43 — 310 mLH,/gMV) que celles basées sur les
déchets agricoles (10,4 — 135 mLH,/gMV). Concernant I'étape de méthanisation, les
rendements sont compris entre 29 mLCH,/gMV et 500 mLCH,/gMV. Les meilleures
performances en terme de productivité en hydrogene (89 LH,/kgMV/j) et méthane (102,3
LCH4/kgMV/j) ont été observées par Kongjan et al (2011) qui utilisaient de la paille de blé
comme substrat [165]. Ces auteurs ont utilisé deux réacteurs de volume de travail de 220 mL
a une température de 70 °C pour le réacteur de fermentation et 55 °C pour le réacteur de

méthanisation.

Une étude de Liu et al., (2006) portant sur les ordures ménagéres brutes a rapporté un
rendement en hydrogéne et méthane de I'ordre de 43,0 mLH,/gMV et 500 mLCH;/gMV,
respectivement [72]. Cette étude a été effectuée a une température de 37°C avec des temps
de séjours différents pour les deux étapes (2 jours pour le fermenteur et 15 jours pour le

méthaniseur).

Seulement deux études utilisant la fraction fermentescible des ordures ménagéres sont
référencées [133,162]. Cavinato et al. (2011) ont en effet travaillé sur la fraction
fermentescible des ordures ménagéeres collectée par la municipalité de Trévise [133]. Les
rendements observés pour I’hydrogene et le méthane sont respectivement 50,6 mLH,/gMV
et 416 mLCH,4/gMV. Cette étude a été réalisée sur des réacteurs de 200L pour le réacteur de
fermentation et de 760L pour le réacteur de méthanisation (température de 55°C pour les

deux réacteurs).

Cette séparation physique d’hydrolyse/acidogénése et de la méthanogénése dans deux
réacteurs permet d’améliorer le contréle du procédé de chaque réacteur en optimisant
spécifiquement, entre autres, le pH, la température, le temps de réaction, et la charge
organique appliquée [128]. Par conséquent, la productivité globale peut étre améliorée par
rapport a un procédé en une seule étape et I'hydrogene est souvent considérée comme un

bonus qui permet d’améliorer la production totale d’énergie [8].
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Luo et al. (2011) ont en ce sens montré que le procédé a deux étapes pouvait produire 11%
d’énergie supplémentaire par rapport a un procédé de méthanisation classique, résultant
notamment du gain obtenu par la production d’hydrogene [158]. Ce travail utilisait des
déchets de I'industrie du biodiesel (glycérol et colza). Il a été observé que la production de
méthane était identique entre un procédé a deux étapes et a une étape (348 mLCH4/gMV et
329 mLCH4/gMV respectivement). Nasr et al. (2012) ont également observé une
augmentation de 18,5% du rendement global d’énergie avec un procédé de production de
biohythane utilisant de la vinasse comme substrat sous une température mésophile [168].
Cette amélioration est liée a 'augmentation de la vitesse de production de méthane et de
dégradation de la matiére organique (3,8810,26 mLCHas/heure et 333 mLCH./gCODgegraqe)
comparé a un méthaniseur classique (2,8210,16 mLCHas/heure et 268 MLCH4/gCODysgrade)
avec un temps de réaction de 104 jours. En conclusion, ces auteurs ont montré que 1 L de
résidu de distillation dans un réacteur de méthanisation de type continu produisait 38,5 L de
méthane alors que la méme quantité de substrat dans un réacteur a deux étapes pouvait

produire 19,5 L d’hydrogene et 38,7 L de méthane.

Liu et al. (2006) ont également mis en évidence que le rendement en méthane pouvait étre
amélioré dans un procédé en deux étapes par rapport a un procédé a une étape, lorsque le
temps de séjour dans le réacteur de méthanisation était fixé a 15 jours. En effet, le
rendement en méthane était amélioré de 21% dans des conditions mésophiles en utilisant
des déchets ménagers comme substrat [72]. Cette étude a mis en avant une meilleure
efficacité de dégradation du substrat dans un procédé en deux étapes (86%) comparée a un
procédé unique de méthanisation (79,3%), vraisemblablement grace a I'amélioration des
cinétiques de dégradation. Nathao et al. (2013) ont également observé une augmentation
du rendement en méthane (94 mLCH;/gMV) avec un rendement en hydrogéne de 55
mLH,/gMV dans un procédé a deux étapes par rapport a un méthaniseur seul (82
mLCH4/gMV). Cette étude a utilisé des déchets alimentaires comme substrat avec un temps
de séjour de 96 heures pour les réacteurs de méthanisation et 35 heures pour celui de

fermentation sombre [161].

Globalement, en se basant sur ces différentes études, I'amélioration du rendement en
méthane est décrite comme le résultat de la décomposition des substrats complexes dans le

78



Revue Bibliographique

réacteur de fermentation en molécules simples rapidement dégradables dans le
méthaniseur. Cette amélioration ne peut pas étre observée si le substrat de base est simple
(glucose) ou si le temps de méthanisation est long et permet une dégradation totale du
substrat (le rendement en méthane sera donc probablement le méme). Cependant sur des
substrats complexes, ce type de procédé est bénéfique. Dans tous les cas, la production
d’hydrogéne apparait comme un gain, qui permet d’augmenter I'énergie totale produite

comparée a un méthaniseur classique.

Alors que ces différentes études mettent en avant I'intérét du procédé a deux étapes, une
seule étude n’a pas observé de différence de production d’énergie entre les deux
technologies [169]. Ces résultats ont été expliqués par la présence de métabolites non
dégradés lors de I'étape de méthanisation. Suite a une autre étude réalisée en 2014, ces
mémes auteurs ont cependant montré que I'énergie produite lors d’un procédé a deux

étapes pouvait étre entre 8 a 43% supérieure par rapport a un méthaniseur classique [170].

En terme économique, une étude a été publiée par Lee et Chung (2010) sur le colt d’un
pilote composé d’un réacteur de fermentation de 500 L (température : 30°C, pH: 5.5) et
d’un réacteur de méthanisation de 2300 L (température : 36°C, pH : 7.6), en utilisant des
déchets alimentaires et du mais comme substrat. Ces auteurs ont montré qu’il était
économiquement plus intéressant d’utiliser des déchets alimentaires (colt de production
d’hydrogéne de 0,195/Nm? soit env. 1,89€/kg) que du mais ( 1,455/Nm? soit env. 14€/kg)
[143].

Enfin, a 'aide de la méthode d’analyse du cycle de vie (ACV), Patterson et al. (2013) ont
estimé I'impact environnemental d’un méthaniseur classique a une étape et d’un procédé a
deux étapes (H,/CH,). Cette étude s’est focalisée sur deux substrats (déchets alimentaires et
paille de blé), et a comparé ces procédés a la production et l'utilisation du diesel. Il en
résulte que l'utilisation d’'un procédé a deux étapes pour la production de biohythane a
partir de déchets alimentaires réduisait I'impact environnemental sur la plupart des
indicateurs et notamment en termes de risques cancérigenes et d’écotoxicité. Cette étude a

également rapporté que le procédé en deux étapes utilisant de la paille de blé comme
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substrat augmentait la production d’énergie et réduisait significativement |'impact

environnemental par rapport a un méthaniseur classique [156].

5. Conclusion du chapitre et objectif de la these

Le rapport bibliographique nous a montré qu’aujourd’hui, en France, il existe une forte
volonté de diminuer la mise en stockage des déchets ménagers et assimilés et d’améliorer
leur valorisation afin de créer une économie circulaire basée sur le respect de
I'environnement. En effet, les problématiques majeures que sont l'augmentation de la
quantité de déchets produits par habitant, la pollution causée par le stockage des déchets et
la raréfaction de la matiére premiere nous poussent a modifier nos comportements et notre

maniere de consommer.

La valorisation de I'énergie issue des déchets ménagers produite par voie biologique est
prometteuse. La production de biohythane via un procédé a deux étapes a partir d’ordures
ménageres est un domaine de recherche qui comporte de nombreuses pistes encore a
développer pour, a terme, réaliser ce procédé a une échelle industrielle. Concernant la
production de méthane, la technologie est mature avec de nombreux procédés industriels
déja existants. Cependant il est nécessaire d’étudier plus en détail la fermentation sombre
pour mieux comprendre ce procédé et ainsi trouver les conditions opératoires optimales

permettant une amélioration du rendement en hydrogene.

Aujourd’hui de nombreuses études ont été réalisées sur la fermentation sombre,
notamment sur I'étude des inhibitions. L'inhibition de la production d’hydrogéne peut étre
d’origine bien déterminée (pression partielle en hydrogéne, AGVs) et pouvant étre anticipée
facilement, ou bien issue de phénomenes encore peu expliqués ou mal compris (ammoniac,
force ionique) qui nécessitent un approfondissement. De plus, il a été observé que la
variabilité de la production d’hydrogene était fortement corrélée a la composition du
substrat, de I'inoculum et des conditions opératoires utilisées qui sont propres a chaque

étude.
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L’objectif de la these sera donc d’étudier I'optimisation de la production d’hydrogene dans
un procédé a deux étapes dans le but de produire du biohythane a partir de la fraction
fermentescible des ordures ménagéres (FFOM) issue de l'installation de stockages (des

ressources) de Trifyl.

Pour cela, il a été nécessaire de se baser sur les ressources (FFOM et lixiviat) exploitables sur
le site de Trifyl afin de réaliser le procédé de production de biohythane et notamment le
réacteur de fermentation sombre. Ces ressources spécifiques vont entrainer plusieurs
problématiques propres a cette étude. Le lixiviat est un élément important qui va permettre
d’une part d’apporter la fraction liquide nécessaire pour une production élevée d’hydrogéne
et, d’autre part, va étre une source d’inocula contenant des bactéries productrices
d’hydrogene. Seulement, ce lixiviat est aujourd’hui utilisé dans les bioréacteurs de Trifyl et
posséde donc une proportion en archées méthanogenes importante (consommatrices
d’hydrogéne). De plus une forte concentration en ions et notamment la présence
d’ammoniac issu de la dégradation des protéines peut entrainer une inhibition forte de la
production d’hydrogéne. La production de lixiviat n’étant pas illimitée, le procédé proposé
se base donc sur une recirculation du lixiviat dans le réacteur de fermentation sombre ce qui
peut également induire une accumulation d’inhibiteurs (acides gras volatils, force ionique...).
Une importante partie de la thése aura donc pour objectif d’étudier les principaux
inhibiteurs pouvant causer une diminution de la production d’hydrogene dans le procédé de

fermentation a savoir notamment I'lammoniac, la force ionique et les acides gras volatils.

L'optimisation du rendement en hydrogene en faisant varier différentes variables a
également été un objectif majeur afin d’améliorer la fiabilité du procédé. Les conditions
étudiées pour cela ont été de deux types : (1) les parametres facilement ajustables au niveau
industriel (température, taux de matiere seche) qui pourront étre fixés spécifiquement et (2)
les parametres difficilement modifiables a une échelle industrielle a savoir le pH, 'ammoniac
ou encore les caractéristiques du substrat. Ils seront alors étudiés pour connaitre les

conditions idéales et les comparer avec les conditions réalisables.
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Enfin, dans le but de réaliser un procédé de production de biohythane a échelle industrielle,
des problématiques liées aux changements d’échelle et plus particulierement au
dimensionnement du réacteur ont également été étudiées attentivement. En effet, la
configuration du réacteur peut modifier certaines données physico-chimiques (pression
partielle en hydrogéne, transfert gaz/liquide) qui vont potentiellement engendrer une

diminution du rendement en hydrogene.
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1. Préparation de la fermentation sombre

1.1. Reconstitution des déchets ménagers

Les expérimentations ont été réalisées sur de la fraction fermentescible des ordures
ménageres reconstitués afin de stocker au minimum et ainsi, d’éviter toutes dégradations
gue le stockage pourrait occasionner. Ces déchets reconstitués vont également permettre
d’employer un substrat homogene comparé aux déchets bruts issus de Trifyl tres
hétérogenes a I'échelle laboratoire ce qui facilitera la comparaison des différentes

expérimentations effectuées.

1.2. MODECOM

Les déchets ménagers reconstitués ont été inspirés du MODECOM 2014 de Trifyl qui
représente la caractérisation des déchets arrivant dans le bioréacteur de Trifyl. Le
MODECOM est divisé en 13 catégories permettant ainsi d’avoir une composition précise des
déchets. Le Tableau 10 représente la caractérisation de la partie fermentescible des déchets

ménagers a savoir les déchets putrescibles, les papiers et les cartons.

Tableau 10 : Caractérisation de la partie fermentescible des déchets ménagers issus de TRIFYL

Catégories Sous catégories MODECOM Trifyl
(%masse humide)
Déchets alimentaires 41,2
Déchets putrescibles Déchets de jardin 5,1
Aliments non déballés 2,0
Emballage papiers 0,9
Papiers Papiers sous plastique 0,9
Autres papiers 29,9
Carton plat ondulé 16,7
Cartons
Autres carton 3,4

Afin de faciliter la préparation des déchets reconstitués, la catégorie « Papiers » n’a pas été

divisée en trois tel que décrit dans le MODECOM mais regroupée en une seule catégorie.
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1.3. Protocole de préparation

Chaque sous-catégorie est caractérisée par des éléments sélectionnés représentant de
maniere précise ces sous-catégories d’apres la méthode MODECOM (Tableau 11). La

proportion de chaque déchet alimentaire est issue de I'étude étude de Debattista (2011).

Tableau 11 : Eléments représentant les déchets reconstitués

Sous catégories Eléments constitutifs %masse humide
Viande 7,0
Marc de café 3,9
Déchets alimentaires Riz 4,3
Pomme de terre 20,9
Biscottes 51
Déchets de jardins Gazon coupé 5,1
Aliments non déballés Yaourt 2,0
Papiers Papier de bureau 31,7
, Carton de déménagement 16,7

Cartons plats et ondulés .

Chemise en carton 3,4

Les déchets sont préparés puis broyés (broyeur BLIK) trois fois afin d’avoir des fragments de
1 cm pour chaque constituant. Pour les aliments non déballés (yaourt) seulement la partie
alimentaire a été utilisée sans le contenant. Les modalités de préparation sont présentées

dans le tableau ci-dessous (Tableau 12).

Tableau 12 : Préparation des déchets reconstitués

Eléments Préparation Broyage
Viande Oui
Marc de café Cuisson Oui
Riz Oui
Pomme de terre Oui
Biscottes Oui
Gazon coupé @ Oui

Yaourt @

Papier de bureau Retirer les agrafes Oui
Carton plat ondulé Retirer les agrafes, les parties Oui
Autres cartons avec de la colle et les étiquettes Oui

Pour chaque expérimentation, les déchets reconstitués sont produits en temps réel pour

éviter de le stocker et donc de potentiellement modifier les caractéristiques du substrat. La
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viande, les patates et les yaourts ont néanmoins été stockés a -20°C avant leurs

préparations, le Tableau 13 présente la provenance des éléments.

Tableau 13 : Spécificité des éléments

Eléments Spécificité Marque
Viande Steak Haché 5% matiere grasse Casino
Yaourt Nature brassé 0% matiére grasse | Casino

Riz Long grain Casino
Marc de café Moulu Casino
Biscotte 0] Roger

Les taux de matieres séches (MS) et de matieres volatiles (MV) des déchets ont été
déterminés selon la méthode normalisée NF T 90 105 (1972) décrite dans la partie
« Analyses physico-chimiques ». La MS/MV de la fraction fermentescible des déchets

ménagers reconstitués représente 0,74 gMS/g et 0,63 gMV/g respectivement.

1.4. Inoculum

L'inoculum utilisé était un lixiviat provenant du centre de stockage de Trifyl. Ce lixiviat est
initialement utilisé par percolation dans les bioréacteurs pour la production de méthane. La
quantité de MS/MV dans le lixiviat frais était de 0,020 gMS/g et 0,0074 gMV/g et le pH initial
de 8,67.

Les Acides Gras Volatils (AGVs) et les ions initialement présents dans le lixiviat sont

présentés dans le Tableau 14 et exprimés en g/L.

Tableau 14 : Concentration des AGVs et ions présents initialement dans le lixiviat g/L

AGV Acétate Propionate | Isubutyrate | Butyrate | Isovalérate | Valérate | Caproate
0,77+0,01 0,14+0,00 0,04+0,00 | 0,05+0,00 | 0,05+0,00 | 0,07+0,00 | 0,05%0,01
Anions cr NO; NO; PO, SO,
2,73+0,58 - - 0,10+0.09 | 0,02+0,02 - -
Cations Na* NH, K mg** Cca**
2,55£0.60 4,02+0,79 1,64+0,34 | 0,19+0,02 | 0,29+0,14 - -
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Lors des différentes études, I'inoculum a subi plusieurs traitements (traitement thermique

ou stripping) en fonction de I'objectif de I'étude.

1.4.1. Traitement thermique

Le traitement thermique s’est effectué a I'aide d’une table chauffante IKA C-MAG HS7 relié a
un controleur de température IKATRON ETS-D5. Le traitement thermique était de 90°C
pendant 30 minutes. Ce prétraitement avait pour but d’éliminer les microorganismes
consommateurs d’hydrogene et se base sur la capacité sporulante des microorganismes
producteurs d’hydrogéne [95]. Selon les études un traitement thermique a donc été réalisé,

ce traitement s’est effectué seulement sur I'inoculum avant de I'introduire dans le réacteur.

1.4.2.Stripping

Lors de la these plusieurs études ont nécessité I'élimination de I'azote ammoniacal dans le
milieu pour; (a) éviter l'inhibition de cette molécule sur la communauté microbienne
productrice d’hydrogéne et (b) étudier I'impact de la force ionique sur la production

d’hydrogéne. Pour cela, un stripping a été réalisé sur le lixiviat.
y

Le stripping est une méthode permettant d’éliminer I'azote ammoniacal sous sa forme
gazeuse (NHz3) par I'action d’un bullage avec un autre gaz (Figure 12). Le principe du stripping
repose la modification de la constante d’acidité afin de transformer un maximum d’azote

ammoniacal en ammoniac (NHs)

La constante d’acidité (pKa) du couple acido-basique (NH;'/NH;3) est de 9,25 a une
température de 25°C. Cette constante diminue lorsque la température augmente (a 90°C le
pKa du couple descend a 7,59). Ce qui signifie qu’a 90°C, si le pH est supérieur a 7,59, alors la
quantité en ammoniac (NH3) est majoritaire par rapport a la quantité en ammonium (NH;")

et inversement si le pH est inférieur a 7,59.

87



Matériel et Méthodes

Air + NH,

1

<< Condenseur

Air O
—

<1 Bullage
Lixiviat sans bactéries

Figure 12 : Schéma principe du procédé de stripping

Avant de réaliser I'étape de stripping et afin d’éviter tout impact du procédé de stripping sur
la communauté microbienne, celle-ci est préalablement extraite du lixiviat avant stripping,
puis réinjecté a la fin du traitement. En effet, avant prétraitement par stripping, le lixiviat est
préalablement centrifugé a 8 000 rpm pendant 30 minutes afin de séparer la phase solide
(bactéries) de la phase liquide a I'aide d’une centrifugeuse BECKMAN COULTER Avanti J-
26XP.

Le stripping est ensuite réalisé sur la phase liquide. Lors de cette étape, le pH de la phase
liquide est ajusté a 9, puis la solution est insérée dans une bouteille de volume défini en
fonction de la quantité a stripper. Une pompe péristaltique est placée en entrée afin de
produire un bullage a I'air pendant toute la durée du stripping. Un condenseur est placé en
sortie pour éviter I'évaporation de produit autre que l'air et le NH3 strippé. La solution est
portée a 90°C et le stripping est effectué pendant 3 heures. A la fin du stripping, le pH de la
solution est ajusté selon les parametres fixés lors des expérimentations, puis la communauté
microbienne est réintroduite dans la phase liquide. L'efficacité du procédé de stripping mis

en place montre un abattement de I'azote ammoniacal de 96 % dans le lixiviat (Figure 13).

88



Matériel et Méthodes

2500
=
o 4
= 2000
3
© 1500
c
o
€ 1000
S
©
2 s00
(]
N
< o o — o

0
0 30 60 20 120 150 180
Temps (min)
Figure 13 : Concentration en azote ammoniacal (mg/L) au cours du stripping
1.5. Les réacteurs de fermentation sombre

Durant les études, différents types de réacteur batch pour la fermentation sombre ont été
réalisés. Chaque type de réacteur a été utilisé pour des études spécifiques permettant
d’améliorer la compréhension ; de I'optimisation du rendement en hydrogene, du procédé
de fermentation ou encore l'impact du scale-up sur le rendement en hydrogene. Trois
réacteurs différents ont été utilisés, caractérisés notamment par leurs tailles (échelle

laboratoire, semi-pilote, pilote).
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.

.. Réacteur échelle laboratoire

Les réacteurs a échelle laboratoire étaient des réacteurs en verre de 8 cm de diametre et 15
cm de hauteur (Figure 14). Les réacteurs étaient fermés a 'aide d’un bouchon plasma ph 40
en caoutchouc et pouvaient supporter une pression de 3 bars. La réduction de la pression
intérieure au cours des expérimentations était réalisée a I'aide de la micro-GC toutes les 4

heures pendant I'analyse du biogaz jusqu’a une valeur imposée (1,5 bars).

Figure 14 : Réacteur a échelle laboratoire
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.

.. Réacteur semi-pilote

Les expériences ont été réalisées dans un réacteur de 6 litres fabriqué en polyvinyle de
chlorure (PVC) de 14 cm de diamétre et 39 cm de hauteur (Figure 15). Ce réacteur a été
fabriqué pour I'étude « Impact de la recirculation du lixiviat sur la fermentation sombre». Le
réacteur était connecté a un Ritter de type MGC-1 V3.2 PMM de débit de 500 mL/h afin de
garder une pression atmosphérique dans le réacteur et pour mesurer le volume de biogaz
produit. La micro-GC était connectée en sortie du débitmetre afin d’analyser le biogaz

produit

Figure 15 : réacteur semi-pilote
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Réacteur pilote

Le fermenteur utilisé était un réacteur pilote avec un volume total et de travail de 60 et 20 L
respectivement et une hauteur de 50 cm et 37 cm de diametre (Figure 16). La température
fixée a été appliquée par recirculation d’eau chaude dans une enceinte extérieure. Le pH a
été mesuré par une sonde de pH (Mettler Toledo 1100 Calimatic) placé dans le réacteur. Le
volume total de biogaz produit a été mesuré quotidiennement a I'aide d’'un compteur de gaz
Ritter meter (TG05/S, Bochum, German). La composition du biogaz a été analysée par micro-

GC.

Figure 16 : Réacteur pilote

1.6. Déroulement d’'une expérimentation

Pour toutes les expérimentations de fermentation, le volume de lixiviat puis la quantité de
déchets ménagers reconstitués ont été injectés suivant les conditions de I'expérimentation.
A la suite, si une régulation de pH devait étre effectuée, une solution de HCl (1 ou 10M) était
utilisée. Le pH et la conductivité étaient mesurés au début de chaque expérimentation a
I'aide d’un pH-meétre CyberScan pH 510 et d’'un conductimétre WTW modele LF325 A/SET.
Enfin, le réacteur était fermé hermétiquement, puis flushé a I'azote pendant 5 minutes afin

d’étre en conditions d’anaérobiose. Au début et en fin de chaque fermentation, deux
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prélevements de 2 mL étaient effectués puis les échantillons étaient centrifugés a 13 400
rom pendant 15 minutes. Le culot était stocké a -20°C et a permis de caractériser les
populations microbiennes. Le surnageant également stocké a -20°C a permis de réaliser
I'analyse des AGVs par chromatographie en phase gazeuse (CPG) ainsi que I'analyse des
autres métabolites tels que I'éthanol et le lactate par chromatographie en phase liquide a
haute performance (HPLC). Le pH et la conductivité ont une nouvelle fois été mesurés en fin

d’expérimentation.

Lors des expérimentations effectuées au cours de cette these, différentes conditions
opératoires ont été réalisées en fonction du procédé employé. Chaque étude ayant pour but
I'optimisation du rendement en hydrogene, les conditions opératoires fixées étaient
dépendantes des expérimentations et des résultats observés lors des études précédentes.
C’est notamment pour cela, que certaines conditions opératoires ont été modifiées et

améliorées au cours de cette these.

2. Procédure spécifique pour chaque étude du chapitre III

2.1. Etude de I'effet inhibiteur du TAN et de la force ionique

L’étude s’est déroulée en deux parties. Tout d’abord, les trois premiéres solutions (Azote-
Chlorure, Azote-X et Chlorure-X) ont permis d’étudier I'impact de I'azote ammoniacal sur la
production d’hydrogéne (Tableau 15). Puis les solutions Ml et MIl ont été réalisées pour
étudier I'impact de la force ionique sur la production d’hydrogéne. Lors de la solution Mll, le
LiCl a remplacé le MnCl,.4H,0 et le MgS0,4.7H,0 car ces molécules avaient tendance a
précipiter lors de la régulation de pH (NaOH). L’analyse des métabolites n’a pas pu étre
effectuée avec cette solution. Pour chaque solution, plusieurs batchs ont été réalisés
permettant de couvrir la gamme de concentration définie dans le tableau 15. Lors de cette

étude, le temps de fermentation était de 6 jours.

93



Matériel et Méthodes

Tableau 15 : Composition de chaque solution

Solution Composés [NH4'] (g/L) | Force ionique (mol/L)
Azote-Chlorure NH,4Cl [0-16,0]
Azote-X NH4Cl + NH4H,PO4 + (NH4),S04 [0-16,0]
Chlorure-X CaCl, + KCI + NaCl -
NaCl, KH,PO, LiBr, KI, (0= 4,0]
Ml (NH4)>S04, MnCl, 4H,0, [0-2,7]
MgS04.7H,0
NaCl, KH,PO,, LiBr, KI,
Ml (NH4),S04, LiCl [0-3,15]

La concentration en ammoniac a été calculée en accord avec le calcul utilisé dans I'étude

d’Ariunbaatard et al. (2015) [134] :

Ka
Ka
(10—17H) +1

N — NH3 = (Equation 15)

Avec TAN, la concentration en azote ammoniacal totale (mg/L) et K, la constante d’acidité du couple

(NH4"/ NH;).

2.2 Etudes des conditions optimales pour le procédé de

fermentation sombre

Lors de cette étude, un plan d’expérience a été effectué. Un plan d’expérience peut étre
utilisé des lors que le lien entre une grandeur d’intérét et plusieurs variables est recherché.
Les variables, aussi appelées facteurs, vont influencer la valeur de la grandeur d’intérét,
nommée réponse (ici le rendement en hydrogéne) [172]. Réaliser un plan d’expérience
permet également d’obtenir un plan d’expérimentation de telle sorte a obtenir le maximum
d’informations tout en réalisant le minimum d’essais expérimentaux. Dans notre cas, un plan
d’expérience a 4 facteurs a été effectué. Les quatre facteurs étudiés étaient le pH, la siccité,
la concentration en azote ammoniacal et la température. Dans un plan d’expérience, les
variables étudiées sont appelés « facteur » et les valeurs définies pour chaque facteur sont

appelés « niveau ». Pour chaque facteur, plusieurs niveaux (notés -1, 0 ou +1) ont été choisis
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de facon a englober le domaine d’étude. Trois niveaux ont été utilisés (-1, 0, 1) pour les
facteurs pH, siccité et concentration en azote ammoniacal, alors que deux niveaux ont été

utilisés (-1, 1) pour la température (Tableau 16).

Tableau 16 : Niveau fixé pour chaque facteur

Niveau -1 0 +1

Siccité (%) 3 11,5| 20

pH 5 6,5 8

TAN (g/L) 1 3 5
Température | 37°C - 55°C

Les bornes de chaque facteur doivent nous permettre de définir le domaine d’étude. En
d’autres termes, il s’agit de la partie de I'espace expérimental retenu pour réaliser les essais
(Figure 17).

Facteur 2

+1g-===-==

-1 +1  Facteur 1

Les points expérimentaux sont disposés dans le domaine d'étude.

Figure 17 : Domaine d'étude
Le rendement optimal doit étre observé dans notre domaine d’étude fixé. De plus, chaque

niveau doit étre a équidistance des autres pour permettre de résoudre I'Equation 16 ci-

dessous.
Y= ag+ Y a,X, + X QunXnXm + 2 QX2 (Equation 16)

Avec y la grandeur de la réponse (production d’hydrogéne), x; la valeur de la coordonnée du
facteur i pour réaliser les essais (pH, siccité, [NH4'], température), a; les coefficients du
modele mathématique et ap représente le centre du domaine d’étude. La premiere partie de
I'équation (O} a,x,) représente le terme linéaire, la seconde (3 apmXnXm) les interactions

entre les facteurs, et la troisiéme le terme quadratique (Y, ap,;,x2).
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Chaque point expérimental apporte une valeur de la réponse. Lors de cette étude, chaque
fermentation a eu une durée de 7,5 jours. A la fin, on a donc un systeme de plusieurs
équations égale au nombre d’expérience réalisée. Ce systeme peut par la suite étre résolu
en utilisant une méthode basée sur le critere d’optimisation des moindres carrés. La
méthode des moindres carrés va en effet permettre de comparer les données
expérimentales (pouvant contenir des erreurs de mesure) a un modele mathématique
permettant de décrire nos données. Afin de confirmer la pertinence du modele

mathématique, la mesure de la p-value a été effectuée.

2.3. Modification de la composition du substrat sur la
fermentation sombre

Afin d’étudier I'effet des déchets de types papiers, cartons, et déchets de jardin (PCJ),
différentes proportions PCJ ont été introduites dans chaque réacteur (0 - 8,9 - 17,7 - 26,2 -
35,0 et 43,8 g). Ce qui représente une proportion de 0%, 21%, 35%, 44%, 51% et 56% dans la
fraction fermentescible des ordures ménagéres (Tableau 17). Lors de cette étude, chaque

fermentation a eu une durée de 7,5 jours en moyenne.

Les tests avec 56% de déchets PCJ représentent les proportions habituellement utilisées lors
de la reconstitution de la fraction fermentescible des ordures ménageres dans les autres

études (Tableau 11).

Tableau 17: Proportion de déchets PCJ dans chaque test réalisé

Modecom Trifyl (g)
Catégories Sous-catégorie Proportion en flottant
56% | 51% | 44% | 35% | 21% | 0% | Blanc
Dech(_et Déchet alimentaire 33,3 0
putrescible
Déchet de jardin 3,9 3,1 2,3 1,6 0,8 0 3,9
Déchets Papier de bureau 24,4 19,5 | 14,6 9,8 4,9 0 24,4
flottants Carton plat ondulé 12,9 10,3 7,7 5,2 2,6 0 12,9
Chemise en carton 2,6 2,1 1,6 1,1 0,6 0 2,6

La quantité de déchets putrescibles est identique pour chaque expérience. Un blanc,
composé uniqguement de déchets PCJ a été réalisé pour évaluer le potentiel hydrogene de

celui-ci. La siccité dans les réacteurs a été fixée a 15 %. Sachant que la teneur en matiere
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seche varie en fonction du taux de déchets PCJ, il a été nécessaire d’adapter le volume de

lixiviat a ajouter dans chaque réacteur pour atteindre cette siccité (Tableau 18).

Tableau 18 : Volume de lixiviat a injecter pour une siccité de 15% dans chaque test

Pmpor;‘c:g:t:stgecmts MS (gTS/g) | Volume lixiviat (ml)
56 % 0,66 300
51% 0,66 270
44 % 0,66 240
35% 0,66 208
21 % 0,66 177
0% 0,37 63
Blanc 0,94 240

3. Analyses physico-chimiques

3.1. Matieres seches (MS) et matieres volatiles (MV)

Afin de déterminer la teneur en matiére seche totale (MS) et en matiére volatile (MV), une
masse connue a été introduite dans un creuset taré. Le creuset a été mis dans une étuve a
une température de 105°C pendant 24 heures. La matiere seche représente ce qui reste
dans le creuset a la suite de I’évaporation de I'eau et des AGVs. Le creuset est alors pesé

pour connaitre la matiére seche contenue dans I'échantillon.

Par la suite, le creuset est introduit dans un four a 550°C pendant 2 heures. Puis pesé afin de
déterminer la matieére minérale. La quantité de matiere volatile a été obtenue par différence
entre la masse de matiere seche et la masse de matiere minérale. Ces tests ont été réalisés

en triplicat.

3.2. Mesure des concentrations en acides gras volatils (AGVs)

La détermination des acides gras volatils a été effectuée a I'aide d’un chromatographe en
phase gazeuse de type Clarus 580 (Perkin Elmer) équipé d’un détecteur a ionisation de

flamme (FID). Cette méthode d’analyse permet de séparer les composants d’'un mélange par
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chauffage sans décomposer les molécules afin de les analyser et de les quantifier. La solution
a analyser est vaporisée a I'entrée de la colonne capillaire contenant la phase stationnaire
solide, celle-ci se déplace dans la colonne a I'aide d’un gaz vecteur nommé éluant (phase
mobile). Les composés vont migrer plus ou moins vite en fonction de leurs affinités avec la
phase stationnaire. Il sera alors possible de les identifier grace a leur temps de rétention.
Cette méthode permet de connaitre les concentrations en acétate, propionate, butyrate et
iso-butyrate, valérate et iso-valérate qui peuvent étre notamment produit lors de la

fermentation sombre.

Chaque solution a analyser contenait 500 puL d’échantillon et 500 uL d’étalon interne d’acide
éthyl-2-butyrique a 1 g/L. La solution est injectée dans une colonne capillaire de 15 m de
long et 0,53 mm de diameétre intérieur de type ELITE FFAP (Perkin Elmer) (Figure 18).
L'injecteur (splitlless) est maintenu a une température de 210°C et le détecteur FID a 280°C.
L'analyse des échantillons est effectuée sous un gradient de température de 80 a 120°C en
trois minutes. Le détecteur FID est alimenté en hydrogéne et en air (40 mL/min). Le gaz

étalon était de I'azote et la gamme de mesure est de 100 a 1 000 mg/L pour chaque AGV.

e ‘ﬁ" "
Figure 18 : Photo du chromatographe en phase gazeuse

3.3. Mesures des concentrations en acides organiques et en

sucres par HPLC

La concentration en acides organiques (lactate, formate) et les alcools (éthanol, butanol...)

ont été mesurés par analyse en chromatographie liquide haute performance (HPLC) couplé
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avec un réfractometre (Waters R410) (Figure 19). Le surnageant issu des expérimentations a
été filtré a I'aide d’un filtre de 0,2 um. Une pré-colonne (Micro guard cation H refill
cartbridges, Bio-Rad) disposé avant la colonne permet de filtrer les éventuels résidus. La
séparation des composés est effectuée par une colonne Aminex HPX-87H, 300 x 7,8 mm
(Bio-Rad) a une température de 35°C et un débit de 0,7 mL/min. Une solution d’H,SO,4 a 4

mM a été utilisée comme éluant.

Figure 19 : Photo de la chrométographie quuide haute performanc

3.4. Mesures de la concentration des ions

La concentration des ions a été analysée par un chromatographe DIONEX ICS-3000 qui
permet la séparation des anions et des cations par chromatographie ionique grace a deux
systéemes de séparations paralléles. Le systéme de séparation des cations est équipé d’une
colonne de garde CG16 3mm, d’une colonne de séparation CS16 3mm. Le systeme de
séparation des anions est équipé d’'une pré-colonne CG11-2mm, d’une colonne de garde
AG15-2mm, d’une colonne de séparation AS15-2mm et d’une colonne CR-ATC qui piege les
carbonates de I'eau. Le chromatographe permet d’avoir la mesure des ions suivants : Na’,

NH,*, K*, Mg, Ca**, CI, NO,, NO3, POy, SO,
3.5. Mesure de la composition du biogaz
Les analyses de la composition biogaz ont été effectuées a l'aide d’'un micro-

chromatographe R 3000 (SRA Instrument) composé de deux colonnes (Figure 20). La
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premiére colonne permettant la quantification des gaz O,, CH;, H, et N, est une colonne
Molsieve de 10 m de longueur et 0,32 mm de diametre a 80°C utilisant de I'’Argon comme
gaz vecteur. La deuxiéme colonne (VAR (8 m x 0,32 mm) a température de 70°C utilisant de
I’'Hélium comme gaz vecteur permet d’analyser de CO,. La température de l'injecteur est de

90°C.

Un manometre intégré permet de mesurer la pression au cours des expérimentations lors
des analyses. Le logiciel associé SOPRANE MicroGC Analyse Methode permet de récupérer

les données.

Toutes les mesures effectuées en ligne ont ensuite été récupérées sur le Systéme
d’Information pour I'Expérimentation (SILEX). Ce systéeme permet d’acquérir et de visualiser

I'analyse de la composition des gaz ainsi que la pression obtenue dans les réacteurs batchs.

Figure 20 : Photo du micro-chromatographe en phase gazeuse multiplexé

4. Modélisation de la production d’hydrogene par voie fermentaire

sombre

La composition du biogaz produit et le volume associé a permis de calculer la production
d’hydrogéene via I'utilisation d’une courbe d’ajustement. La courbe d’ajustement utilisée est

la courbe de Gompertz modifiée (Equation 17) :
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H(t) = Pexp {—exp [% aA-t)+ 1]} (Equation 17)

Avec H I'hydrogéne cumulé en fonction du temps (mL), P la quantité maximale d’hydrogéne
produite (mL.gMV™), Rm la productivité maximale (mL.gMV™*.j?), A le temps de latence (jour)
et e le nombre d’Euler. L'ajustement de Gompertz a été réalisé sous le package R grofit

suivant une méthode de régression non linéaire.
5. Analyses mathématiques

Une analyse de la variance a également été effectuée dans certaines études. L’ANOVA est un
test statistique permettant de vérifier que plusieurs échantillons sont issus d’'une méme
population, c’est-a-dire qu’ils ont statistiquement une méme moyenne. L’hypothése nulle
correspond au cas ou les distributions suivent la méme loi normale et I'hypothese
alternative est qu’il existe au moins une distribution dont la moyenne s’écarte des autres

moyennes.

La p-value a également été utilisée. Dans un test statistique, la p-value (ou valeur-p) est la
probabilité d’obtenir la méme valeur du test si I’hypothése nulle est vraie. La procédure
consiste ensuite a comparer la p-value a un seuil préalablement défini (5%). En d’autres
termes, si la p-value est inférieure a 0,005 alors I’hypothese nulle est rejetée et le résultat du

test est déclaré « statistiquement significatif » : les résultats peuvent donc étre exploités.

La distance de Bray-Curtis ou indice de dissimilarité permet d’évaluer les dissimilarités entre
différents échantillons : si I'indice est proche de 1, cela signifie que les échantillons comparés
sont similaires ; si il est proche de 0, alors les échantillons sont dissimilaires [173]. L’'Equation
18 permettant le calcul de Bray-Curtis est représentée ci-dessous ou deux échantillons j et k

sont comparés.

2 ¥P_min(NijNix)

BCj =1 P (Nj+Ngo)

J

(Equation 18)
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Avec N; 'abondance d’une espéce i dans I"échantillon j et Nj I'abondance de la méme
I

espéce dans I'échantillon k.

6. Analyses microbiologiques

Les analyses microbiologiques ont permis de quantifier et/ou de nommer les communautés
microbiennes présentes dans le milieu de réaction. Cela a donc permis une compréhension
plus poussée du milieu de fermentation et, ainsi, de répondre a certaines interrogations.
Afin de réaliser une analyse microbiologique, en fonction de I'analyse souhaitée, plusieurs

étapes sont a réaliser.

Tout d’abords, lors de I'analyse microbiologique, I’ADN génomique a été extrait et purifié a
partir du culot des échantillons en utilisant le kit d’extraction et de purification d’ADN (Fast

DNA SPIN kit for soil) suivant les instructions du fabricant (MP Biomedicals).

Apres extraction et purification de I'ADN, la pureté et la quantité d’ADN extrait ont été

vérifiées par mesure spectrophotométrique (Infinite NanoQuant M200, Tecan).

La paire d’amorce 515-532U et 909-928U ont été utilisés
(CTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGTGYCAGCMGCCGCGGTA et
GAGTTCAGACGTGTGCTCTTC CGATCTCCCCGCAATTCTTTRAGT), pour amplifier la région V4-V5
du gene codant I’ARN 16S sur 30 cycles d’amplifications a une température d’hybridation de
65°C [174]. Les paires de primer ciblaient les génes codant I’ARN pour les archées et les
bactéries. Le séquencage a été effectué a la plateforme technique Genotoul basé a
Toulouse. Une version modifiée de la procédure standard pour les données MiSeq (Kozich et
al., 2013) pour la version Mothur 1.35.0 (Schloss et al., 2009) a été utilisé afin d’assembler
les séquences complémentaires [175,176]. La méthode Uchime a été utilisée pour Ia
vérification de chimeéres [177]. Les séquences qui apparaissaient moins de trois fois dans les
données totales étaient éliminées. L’alignement de la séquence d’ARN 16S a été effectué en

utilisant la base de donnée SILVA SSURef NR99, comme prévu par Mothur [176]. Les méme
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sources de données ont été utilisées pour la classification de type Mothur. Laffiliation de la

taxonomie a été effectuée en utilisant un seuil de 97%.
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Chapitre III : Optimisation de la fermentation sombre
dans le but de créer un procédé a deux étapes pour la
production de biohythane
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Chapitre lll : Optimisation de la fermentation sombre

1. Problématique et objectif du chapitre

Dans le cadre de la production de biohydrogene, la viabilité économique d’un procédé de
fermentation sombre réside en partie dans sa capacité a produire de I'"hydrogéne avec un
rendement élevé. Cependant, la production d’hydrogene peut fortement varier en fonction
du type de substrat utilisé [178], des conditions opératoires fixées (pH, température, taux de
matiéres seches) [95], des communautés microbiennes dont la présence de
microorganismes consommateurs d’hydrogéne [179] mais aussi de [I"accumulation

d’inhibiteurs pouvant impacter la fermentation sombre [2,3,4].

En effet, certains inhibiteurs potentiels sont présents dans les ressources (substrat et
inoculum), dont celles issues de Trifyl (FFOM et lixiviat). Par exemple, I'azote ammoniacal
(TAN) sous sa forme non ionisée (NH3) est un fort inhibiteur de la production d’hydrogéne, et
souvent citée comme problématique dans la littérature [11,12,15]. Une accumulation de cet
élément est, de plus, régulierement observée lors de I'utilisation de déchets alimentaires ou
de FFOM car il est issu de la décomposition des acides aminés [125]. Au-dela, la charge
totale de la solution, qui se caractérise par la force ionique, peut également étre a terme un
fort inhibiteur de la production d’hydrogene [121]. Le lixiviat étant initialement chargé en
ions (NH4", CI), il était donc important d’étudier ce phénoméne sur le processus de

fermentation.

La production d’hydrogene peut également étre fortement impactée par les conditions
opératoires appliquées et principalement par le pH, la température et la siccité (taux de
matiéres seches) [181]. D’'un point de vue industriel, ces paramétres ne peuvent étre
contrélés qu’en entrainant un co(t élevé d’exploitation. Par exemple, le pH peut étre
tamponné en ajoutant un agent chimique onéreux, et une température élevée entraine
aussi une augmentation des co(ts de production. De plus, la siccité est un facteur important

qui peut modifier significativement le dimensionnement du réacteur.

D’apres I'étude bibliographique, la fraction fermentescible des ordures ménagéeres (FFOM)

possede un potentiel hydrogéne plus faible que les déchets alimentaires. Ceci est
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notamment di a la proportion élevée en déchets de types « papiers et cartons » (cf.
MODECOM) [82]. D’apres I'étude de Fonoll et al. (2016) réalisée en digestion anaérobie,
I’élimination de ce type de substrat présent dans la FFOM peut impacter la stabilité de la
production de biogaz avec une diminution de prés de 15% du rendement en méthane [182].
Cependant aucune étude ne s’est a ce jour intéressée au rble de la fraction « papiers et

cartons » sur la production d’hydrogene.

Ainsi, dans le but d’optimiser le rendement en hydrogene par fermentation sombre,
I'objectif de ce chapitre a été dans un premier temps d’élucider I'impact de l'azote
ammoniacal et notamment de 'ammoniac sur la fermentation sombre en cultures mixtes
avec un substrat complexe (FFOM) et de le comparer avec l'effet de la force ionique en
général. Dans un deuxieme temps, la production d’hydrogéne a été optimisée en faisant
varier différentes conditions opératoires (pH, température, TAN, siccité) sous un plan
d’expérience prédéfini; I'objectif était de déterminer les valeurs permettant d’optimiser le
rendement global, et de trouver un compromis en prenant en compte la faisabilité
industrielle. Enfin, dans une derniére partie de ce chapitre, nous nous sommes intéressés a
I'impact de la composition du substrat, et notamment de Ila proportion en
papiers/cartons/déchets de jardin, sur le rendement en hydrogéne. Au cours de ces
différentes études, une attention particuliére a été portée sur la production des autres
métabolites qui peuvent étre facilement dégradés dans un méthaniseur dans |'optique de

réaliser un procédé a deux étapes pour la production de biohythane (H,/CH,).
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2. Etude de l'effet inhibiteur de I'’azote ammoniacal et de la force
ionique
Un brevet lié aux résultats de ce chapitre a été déposé « Procédé de contréle d’un réacteur

de fermentation sombre »

2.1. Introduction

La littérature montre que la production d’hydrogene dans un réacteur de fermentation peut
étre limitée par des inhibiteurs provenant du milieu de réaction. En particulier, 'utilisation
de la FFOM et du lixiviat peut engendrer plusieurs formes d’inhibition. Tout d’abord, I'azote
ammoniacal (TAN) est considéré comme un des principaux inhibiteurs et est généralement
produit au cours de la fermentation sombre par minéralisation de I'azote organique
provenant des acides aminés du subtrat. En effet, la proportion moyenne d’azote dans les
déchets alimentaires a été estimée a 8,9 kg/tonne [183]. L’azote ammoniacal peut donc étre
produit en quantités importantes lors de la dégradation biologique des déchets ménagers et
est un inhibiteur potentiel de la digestion anaérobie, notamment sous sa forme non ionisée
(NHs3) [125]. En fermentation, I'étude de Cavinato (2011) a par ailleurs mis en évidence
I'inhibition par 'ammoniac de la production d’hydrogene dans un fermenteur utilisant des
biodéchets, a partir d’une concentration de 528 mg/L [133]. Cependant, la valeur critique
d’inhibition est trés variable en fonction des études, cette valeur variant entre 0,19 mg/L
jusqu’a 530 mg/L, comme rapporté précédemment [7,9]. De plus, I’étude de Salerno et al.
(2006) a montré le potentiel inhibiteur de cette molécule mais seulement en réacteur

continu, alors qu’en batch, aucun impact n’a été observé.

Au-dela de la simple mesure d’ions ammonium, treés peu d’études ont mis en avant le
caractere plus global d’une inhibition par la force ionique totale du milieu réactionnel, qui
pourrait également jouer un réle important et expliquer, en partie, la variabilité des seuils
d’inhibition observés [126]. L'étude de Van Niel et al. (2003), portant sur I'inhibition de la
production d’hydrogene par le substrat (sucrose) et les métabolites produits lors de la
fermentation, a montré que les sels inorganiques avaient tendance a inhiber de la maniere
similaire la production d’hydrogene. Cependant cette étude n’a permis de mettre en

évidence qu’une baisse partielle de la production d’hydrogene et non une inhibition totale
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de I'activité biologique par les sels et ce seulement sur une culture pure (C. saccharolyticus)
et en conditions hyperthermophiles (70°C), ce qui rend les résultats de cette étude trés
spécifiques [121]. Il a également été observé linfluence de sels sur la production
d’hydrogéne par I'étude de Zheng et al. (2005) avec I'utilisation de glucose comme substrat
en se focalisant majoritairement sur le chlorure de sodium ce qui pourrait s’apparenter a

une inhibition par la force ionique [184].

Dans le cas spécifique de la mise en place d’un réacteur de fermentation sombre chez Trifyl
en utilisant les ressources présentes sur le site, la présence de ces inhibiteurs pourrait
s’avérer problématique. En effet, la concentration initiale en ammoniac dans le lixiviat a pH 8
(410 mg/L) est proche de la gamme des valeurs inhibitrices indiquées dans la littérature. De
plus, la fraction fermentescible des ordures ménagéres contient des acides aminés qui
pourraient conduire a une augmentation de la teneur en ammoniac dans le milieu lors de la
dégradation biologique et donc causer une plus forte inhibition de la production
d’hydrogéne. La forte concentration en ions dans le lixiviat, tels que le chlorure (2,73+0,58
g/L) ou encore le sodium (2,55+0,60 g/L), pourraient également occasionner une
augmentation de la force ionique ce qui pourrait avoir, a terme, un impact négatif sur la

production d’hydrogéene.

Cette premiere étude a donc eu pour objectif d’approfondir I'effet de 'azote ammoniacal et
de la force ionique sur la production d’hydrogene, qui sont, deux facteurs a fort potentiel

inhibiteur lors de I'utilisation des ressources complexes comme celles de Trifyl.

La méthodologie a consisté a étudier I'ajout d’une solution de NH4Cl sur la production
d’hydrogéne dans une premiere partie. Puis une seconde partie a permis de comparer I'effet
de l'azote ammoniacal au chlorure pour enfin, en derniere partie s’intéresser plus
spécifiquement a I'effet global de la force ionique par I'ajout d’'un mélange ionique. Enfin,
une partie annexe a eu pour objectif d’identifier un moyen simple et peu colteux pour
prédire linhibition de I'hydrogéne dans une unité industrielle via la mesure de la

conductivité.
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2.2. Déroulement de I'étude

Cette étude s’est déroulée dans des réacteurs de type batch de 500 mL. Les
expérimentations ont été réalisées sous les mémes conditions opératoires, a savoir un pH
initial de 6 non régulé et non tamponné, une température de 37°C et une siccité de 3%. Pour
chaque batch, 9,25 gMV de FFOM (correspondant a 14,6g de substrat brut) ont été utilisés
(Cf Chapitre 2 « Matériel et Méthode »), et du lixiviat préalablement traité par stripping, afin
d’éliminer 'azote ammoniacal initial, a été ajouté. La production d’hydrogene a été suivie de
facon continue a I'aide d’une micro-GC avec un intervalle d’analyse de quatre heures. Une
analyse des co-produits métaboliques a été réalisée a la fin de chaque expérience sur le

milieu réactionnel.

Le Tableau 19 résume les différentes solutions utilisées lors de cette étude. La solution
Azote-Chlorure consiste en une solution usuellement utilisée dans la littérature pour étudier
I'effet de I'azote ammoniacal sur la production d’hydrogéne ou de méthane ([8,12,13,14]).
Seulement, cette solution n’étant composée que d’ions NH,;" et CI,, il est donc difficile de
conclure sur lI'impact unique de I'azote ammoniacal en écartant une inhibition possible
causée par les ions Chlorures. Les solutions Azote-X et Chlorure-X ont donc été préparées
afin d’observer I'impact de I'azote ammoniacal (Sol Azote-X) et du chlorure (Sol Chlorure-X)
avec une forte proportion en l'ion étudié et plusieurs contre-ions différents. Enfin, les
solutions MI et MIl ont été préparées avec des mélanges constitués de nombreux ions pour
évaluer I'impact global de la force ionique en limitant le biais de I'inhibition par un ion

spécifique.

Pour chaque solution, plusieurs tests en batch ont été réalisés permettant de couvrir la
gamme de concentration définie dans le Tableau 19. La force ionique initiale du lixiviat,
calculée grace a la concentration de chaque composé présent, a été estimée a 0,09 M. La
conductivité des milieux réactionnels a été mesurée a I'aide d’'un conductimetre portable.
Un témoin a été réalisé sans ajout de solution ionique au milieu afin d’estimer I'évolution du

potentiel d’hydrogene lié a I'ajout d’ions dans le milieu.
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Tableau 19 : Composition de chaque solution

Solution Composés TAN (g/L) Force ionique (mol/L)
Azote-Chlorure NH,4CI [0-18,5]
Azote-X NH4C| + NH4H2PO4 + (NH4)2504 [0 - 18,5]
Chlorure-X CaCl, + KCI + NacCl -
NaCl, KH,PO, LiBr, KI, (0= 4,0]
Ml (NH4)>S04, MnCl, 4H,0, [0-2,7]
MgS04.7H,0
NaCl, KH,PO,, LiBr, KI,
M| 0-3,15
(NH4),S0,, LiCl [ ]
2.3. Impact de la concentration en ions sur la fermentation

sombre

2.3.1.Evolution du rendement en hydrogéne

Durant cette étude, aucune production de méthane n’a été observée ce qui permet de
conclure que les variations de production d’hydrogene et de métabolites n’étaient pas liées

a sa consommation par les archées méthanogenes.

A. Impact de 'azote ammoniacal sur la production d’hydrogéne

La Figure 21 représente le rendement en hydrogene obtenu en fonction de la concentration
en TAN du milieu de réaction. Le temps de latence a également été calculé a I'aide de

I’équation de Gompertz.
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Figure 21 : Effet de I'azote ammoniacal sur le rendement en hydrogéne et le temps de latence associé

D’apres la Figure 21, le rendement en hydrogene obtenu avec le témoin, sans ajout d’azote
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ammoniacal, a été de 22,9+0,1 mLH,/gMV avec un temps de latence de 5,9+0,1 heures.

Cette valeur est proche des rendements observés dans la littérature dans les études utilisant

la fraction fermentescible des ordures ménageres comme substrat (Tableau 20). En effet,

pour I'étude la plus proche par rapport a nos conditions opératoires, |'utilisation de la

fraction fermentescible des ordures ménageres a une température mésophile et un pH de 7

a permis d’observer un rendement en hydrogéne de 23,4+2,9 mLH,/gMV [71]. D’aprés la

littérature, 'augmentation de la température (55 °C), ou la diminution du pH (5,5) semble

améliorer la production d’hydrogéne (de 2519 jusqu’a 853 mLH,/gMV) [74, 111].

Tableau 20 : Etat de I'art de la production d'hydrogeéne via I'utilisation de FFOM

Inoculum Substrat | Mode | Prétraitement | pH | Température Rendement H, Référence
. Thermique 24,9144 Cette
L t FFOM Batch 7°C ! ’ ,
ixivia o) atc (90°C, 30min) 6 3 mLH,/gMV étude
Boue de Thermique 23,4+2,9
° 71
méthanisation | TOM | Batth 1000 ah) / 35°C NmLH,/gMV 7]
Mélange de boue Thermique 99 mLH,/gMV
° 73
aérobie FFOM | Batch | (1 60°c, 15min) | >/ 38°C dimine [73]
Boue de Thermique [2549 - 8543]
° 74
méthanisation | TOM | Batth | 00ec an) | 20 35°C mLH,/gMV [74]
Boue de FFOM | Batch i 5,5 55°C 51 mLH,/gMV [111]
méthanisation
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Pour des valeurs plus élevées, une augmentation du rendement légére mais significative (p-
value < 0,001) a été observée entre 1,4 et 3,5 gTAN/L avec un rendement moyen en
hydrogéne de 24,9+2,5 mLH,/gMV soit une augmentation de 8% par rapport au témoin.
Dans les conditions de pH (6) et de température (37°C) du milieu, une concentration de 3,5
gTAN/L équivaut a 4,5 mgNHs/L. Pour une concentration comprise entre 3,5 gTAN/L et 8,6
gTAN/L (11,0 mgNHs/L), une zone intermédiaire a été observée avec un rendement plus
faible que celui observé avec le témoin (17,8+1,5 mLH,/gMV) et un impact négatif significatif
(p-value < 0,001) sur le rendement en hydrogéne. A partir de 11,1 gTAN/L (14 mgNH3z/L), le
rendement en hydrogéne chute significativement jusqu’a une absence totale d’hydrogene a

partir de 15,9 gTAN/L soit une concentration en ammoniac de 20 mgNHs/L.

Le temps de latence de la production d’hydrogene subit le méme effet. Il reste stable et
court (5,23+0,52 heures) pour une concentration comprise entre 0 et 3,5 gTAN/L. Puis, au-
dela de cette plage de concentration, une forte augmentation du temps de latence a été

observée jusqu’a atteindre 44,9+9,3 heures a une concentration 11,1 gTAN/L.

B. Impact d'un mélange d’ions (Azote-X et Chlorure-X) sur la production

d’hydrogéne

La Figure 22 permet de faire la comparaison entre le rendement en hydrogéne observé par
I'ajout d’azote ammoniacal soit sous forme NH4Cl (Solution Azote-Chlorure) seul, soit sous

plusieurs formes NH4Cl + NH4H,PO4 + (NH4),SO4 (Solution Azote-X).
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Figure 22 : Impact de I'azote ammoniacal sur le rendement en hydrogéne avec la solution Azote-Chlorure et Azote-X

Lorsque le NH;" est ajouté sous différentes formes (solution Azote-X), un effet positif sur la
production d’hydrogéne est observé entre 0 et 6,2 gTAN/L (7,9 mgNHs/L) avec un maximum
atteint a 1,6 gTAN/L (41,0 mLH,/gMV). L’augmentation de la production d’hydrogéne
suggére que les molécules ajoutées (NH4Cl, NH4H,PO4, (NH4),SO4) étaient probablement
absentes ou en quantités insuffisantes dans les déchets ménagers reconstitués vu qu’elles
ont potentiellement un effet positif sur les bactéries productrices d’hydrogene a faibles
concentrations. Ce phénomene est connu dans le cas du phosphore et de I'azote qui peuvent
améliorer la croissance des microorganismes [185]. Cependant, a de plus fortes
concentrations en azote ammoniacal, le rendement en hydrogéne diminue fortement,
jusqu’a une production inférieure a 5 mLH,/gMV a partir de 12,7 gTAN/L (16,5 mgNHs/L).
D’apres ces résultats, et quelles que soient les solutions utilisées, la tendance est identique a
la solution Azote-Chlorure avec une diminution puis une inhibition compléte de la

production d’hydrogéne liée a 'augmentation de la concentration en TAN.

La Figure 23 représente les temps de latence associés a la production en hydrogene suivant
les concentrations en TAN pour les expériences Azote-Chlorure et Azote-X. D’apres cette
Figure, les temps de latence pour les expériences Azote-X suivent la méme tendance que

pour les expériences Azote-Chlorure. En effet, le temps de latence en hydrogene a de faibles
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concentrations en azote ammoniacal (<5 g/L) est en moyenne de 12,2+3,9 heures,
l[égerement plus élevé que le temps observé pour la méme plage de valeur lors de I'ajout de
NH4Cl seul (5,2310,52 heures). Au-dela de cette valeur de TAN, la production d’hydrogéne
apparait plus tardivement avec une forte variabilité. Une moyenne de 26,4+11,4 heures a
ainsi été observée entre une gamme en TAN de 5 et 10 g/L. Au-dessus de 10 gTAN/L, une
forte variabilité du temps de latence en hydrogene apparait avec une valeur moyenne de

47,7+10,3 heures.
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Figure 23 : Temps de latence en hydrogéne pour les solutions Azote-Chlorure et Azote-X

D’aprés I'ensemble de ces résultats, I'utilisation des deux solutions (Azote-Chlorure et Azote-
X) a conduit a un effet similaire, avec une diminution du rendement en hydrogéne et une
augmentation du temps de latence lié a I'augmentation du TAN dans le milieu. Cette
observation va dans le sens de la littérature ou le caractere inhibiteur de I'azote ammoniacal

a déja été documenté (Tableau 21).
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Tableau 21 : Etat de I'art de l'inhibition par 'ammoniac sur la production d'hydrogene

Gaz Substrat Forme NHs (mg/L) Effet Référence
H, FFOM NH3 11,0-13,9 Inhibition Cette étude
H, Glucose NH3 0,4 Inhibition [126]

H, Glucose NH3 0,19 inhibition [127]

H, Déchets NH; 2,60 Inhibition [128]
alimentaires

Hz Déchets NH; 530 Inhibition [133]

CH, alimentaires

L'inhibition par 'azote ammoniacal est causée notamment par la forte perméabilité de Ila
forme non ionisée (NH3) au sein des cellules membranaires des microorganismes [186]. Dans
notre cas, une inhibition apparait lorsque la concentration en ammoniac est de 11,0 et 13,9
mgNHs/L pour la solution Azote-Chlorure et Azote-X, respectivement. Ces valeurs sont
sensiblement plus élevées que la majorité des études ou I'inhibition par 'ammoniac a été
observée a partir de 0,4 a 2,60 mgNHz/L. Une telle différence peut provenir de I'adaptabilité
des microorganismes a I'azote ammoniacal. En effet, ce phénomeéne est souvent observé,
notamment en réacteur continu. Par exemple, Cavinato et al. (2012) ont observé une
tolérance a I'ammoniac jusqu’a prés de 530 mgNHs/L en utilisant des déchets alimentaires
comme substrat dans un réacteur continu (TSH : 3,3 jours). L’étude de Salerno et al. (2006) a
montré qu’une différence était observée sur le potentiel inhibiteur de 'ammoniac dans un
réacteur continu si initialement la communauté microbienne était acclimatée a cette
molécule [126]. En effet, une trés faible concentration en ammoniac de 0,4 mgNHs/L (1,6
gTAN/L) engendrait initialement un lessivage de la communauté bactérienne non adaptée
causé par un temps de doublement des microorganismes allongés. Cependant si la
communauté bactérienne était pré-acclimatée a une certaine concentration en ammonium,
méme faible (>0.8 gTAN/L), avant de démarrer le réacteur continu, une production
d’hydrogéene se produisait méme en présence d’une forte concentration en ammoniac dans
le milieu (0,20 mgNHs/L soit 7,8 gTAN/L). Dans notre cas, le lixiviat initial posséde une
concentration importante en ammoniac (410 mgNHz/L) dans les conditions initiales (pH=8),
ce qui aurait pu permettre une meilleure résistance a cette molécule et un effet inhibiteur

observé a de plus fortes concentrations que dans la littérature.
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Afin de comprendre I'impact du chlorure dans la solution Azote-Chlorure, la méme étude a
été réalisée en comparant cette expérience avec une solution contenant des composés a
base de chlorure. La Figure 24 présente ci-dessous la comparaison du rendement en
hydrogene de la solution Azote-Chlorure avec les résultats de la solution Chlorure-X ne
contenant pas d’azote ammoniacal mais seulement des composés a base de chlorure (CaCl,,
KCI, NaCl). D’apres cette Figure 4, la tendance inhibitrice de cette solution est
statistiquement identique (p-value < 0,05) au phénomene observé avec la solution Azote-
Chlorure. En effet, un rendement en hydrogene maximal a été observé a une faible
concentration en chlorure (5,0 gCl'/L) avec une valeur de 25,1+5,6 mLH,/gMV. La production
d’hydrogéne reste stable entre 0 et 9,1 gClI/L (23,9+1,2 mLH,/gMV). A plus fortes
concentrations en chlorure, le rendement en hydrogene diminue jusqu’a une inhibition

totale observée a 35,5 gCl/L.
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Figure 24 : Impact des composés chlorés sur le rendement en hydrogéne avec les solutions Azote-Chlorure et Chlorure-X

La Figure 25 permet de comparer les temps de latence en hydrogene de I'expérience Azote-
Chlorure avec ceux de I'expérience Chlorure-X. Le temps d’apparition d’hydrogéne est stable

sur une gamme en chlorure de 5 a 15 gCl/L (10,4+1,7 heures). Puis au-dela de cette
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concentration en chlorure (>15 g/L), le temps de latence en hydrogéne augmente jusqu’a
95,2 heures pour une concentration de 35,6 gCl/L. Lors des expériences menées a des
concentrations de 26,4 gCl'/L et 35,6 gCI'/L, seul un des trois triplicats par condition a produit

de I'hydrogéne ce qui explique I'absence d’écart-type.

O Azote-Chlorure A Chlorure-X

100 -
A

- 90 -
ot
S5 80 -
2
~— 70_
Q
€ 60 -
g
L 50 -
-
o 40 -
Q.
qE) 30 - @
= 20 - {) 4{;

10 - @é@@@@ é a

0 © @0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Concentration (gCL-/L)

Figure 25 : Impact du temps de latence en hydrogéne avec les solutions Azote-Chlorure et Chlorure-X

D’aprés la littérature, l'inhibition observée peut étre expliquée par les ions chlorures qui
peuvent avoir un impact négatif sur I'activité microbienne. En effet, I'inhibition en digestion
anaérobie dans un milieu salin (NaCl) est classiqguement observée pour des concentrations
en NaCl inhibitrices qui sont variables en fonction du substrat. Par exemple, I'étude de
Lefebvre et al. (2007) a observé une inhibition de la production de méthane a partir d’'une
concentration en NaCl de 20,0 g/L soit 12,1 gCI/L avec de I'éthanol comme substrat, alors
que ['utilisation de vinasse faisait apparaitre une inhibition a partir de 1 gNaCl/L seulement

[187].

En fermentation, Pierra et al. (2013) ont montré que ce composé n’avait pas d’impact sur la
production d’hydrogéne qui était méme améliorée a de fortes concentrations en NaCl (75

gNaCl/L soit 45,50 gCI/L) avec toutefois un temps de réaction long (20 jours). Cette étude a
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notamment mis en évidence la capacité des cultures mixtes a produire du biohydrogene en

conditions salines lorsque I'inoculum provenait d’un milieu adapté (milieu marin) [188].

Linhibition du chlorure reste toutefois peu documentée et contestée en fonction des
études. En comparaison avec I'étude de Lefebvre et al. (2007), la concentration inhibitrice en
chlorure observée dans notre étude a été de 20 gCl/L, supérieure a celle reportée par
Lefebvre et al. (2007) (12 gCl/L). Cela pourrait étre expliqué par I’adaptation des

microorganismes comme l'indique I'étude de Pierra et al. (2013).

Le Tableau 22 regroupe les performances de production d’hydrogéne par rapport au
rendement, au temps de latence en hydrogéne et a la vitesse maximale de production
d’hydrogene pour chaque solution, sur trois gammes de concentrations. Ces trois gammes
correspondent aux trois zones distinctes observées lors de I’expérimentation Azote-Chlorure
([0-5], [5-10], >10 gTAN/L) ; elles correspondent aux gammes de concentrations en chlorure

de [0-10], [10-20] et >20 gClI'/L respectivement.

Tableau 22 : Valeur du rendement, temps de latence en hydrogeéne et cinétique pour les trois solutions (Azote-Chlorure,
Azote-X et Chlorure-X) sur trois gammes de concentrations d'azote ammoniacal ([0-5], [5-10], >10 g/L) et de chlorure ([0-
10], [10-20], >20 g/L)

TAN [CI] Rendement Latence H, V|_tesse
(8/) (/1) | (mlH/gMV)  (heures) ~ TXImalet:
(mLH2/gMV/h)

Azote- 0-5 0-10 22,9427 5,2+0,5 3,04z+0,71
Chlorure 5-10 10-20 17,2+2,2 20,4+6,6 1,06+0,50
>10 >20 1,9+2,8 44,9193 0,03+0,04
0-5 35,9154 12,2+3,9 1,48+0,52
Azote-X 5-10 26,9429 26,3+11,4 0,69+0,18
>10 ] 3,9:4,2 47,7+10,3 0,060,07
0-10 25,4451 9,942,1 1,56+0,81
Chlorure-X - 10-20 17,741 14,1+3,7 0,91+0,22
>20 2,825 28,9+26,5 0,11z+0,07

D’apres le Tableau, sur les trois gammes de concentrations sélectionnées, une diminution du
rendement en hydrogéne de 92% a été observée entre la gamme basse en TAN ([0-5]
gTAN/L) et la gamme haute (> 10 gTAN/L) pour I'expérience Azote-Chlorure. Une diminution
semblable et significative de pres de 89 % du rendement en hydrogene est observé pour

I'expérience Azote-X sur les mémes gammes de concentrations. Cette tendance est
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également dentique avec une baisse de 89 % pour I'expérience Chlorure-X entre la gamme

basse en chlorure ([0-10] gCI'/L) et la gamme haute (> 20 gCI'/L).

Le temps de latence en hydrogene est quant a lui plus élevé avec l'augmentation de la
concentration en TAN et en Chlorure. L'apparition la plus rapide d’hydrogéne a été observé
lors de I’étude Azote-Chlorure a de faibles concentrations en TAN (0-5 gTAN/L) et Chlorure
(0-10 gCI'/L) avec une valeur de 5,2+0,5 heures. Puis une augmentation du temps de latence
de 88 % a été observé dans cette méme étude entre des concentrations basses en TAN et
Chlorure ([0-5] gTAN/L et [0-10] gClI/L) et des concentrations hautes (>10 g/L et >20 g/L
respectivement). Cette tendance est également observable pour les deux autres expériences
avec une augmentation de 74% et 66% pour Azote-X et Chlorure-X respectivement entre la
gamme basse de concentration (0-5 gTAN/L et 0-10 gCI/L) et la gamme haute (>10 gTAN/L
et >20 gClI7/L).

La vitesse maximale de production d’hydrogene a également subi une forte variation avec
I’'augmentation des especes ioniques présentes dans la solution. A de faibles concentrations,
la vitesse maximale est comprise entre 3,04+0,71 mLH,/gMV/h pour la solution Azote-
Chlorure et 1,48+0,52 pour la solution Azote-X. Par la suite, une diminution de la vitesse
maximale en moyenne de 5311 % a été observée lors de la phase intermédiaire avec des
valeurs de concentration en TAN et chlorure de [5-10] et |10-20] g/L respectivement. Enfin,
a de fortes concentrations, et quelle que soit la solution, une vitesse maximale faible a été
observée allant de 0,03+0,04 mLH,/gMV/h pour la solution Azote-Chlorure a 0,11+0,07

mLH,/gMV/h pour la solution Chlorure-X.

La comparaison entre ces trois études a ainsi permis de mettre en évidence une méme
tendance d’inhibition pour chaque solution en présence ou non d’azote ammoniacal. Ces
résultats laissaient donc supposer qu’une inhibition plus globale liée a la force ionique

correspondant a la charge totale ait pu se produire.

120



Chapitre lll : Optimisation de la fermentation sombre

C. Impact de la force ionique sur la production d’hydrogéne

Pour mettre en avant ce phénomene, la force ionique des solutions Azote-Chlorure, Azote-X
et Chlorure-X a été calculée a partir de la concentration des ions présents en solution. Afin
de confirmer cet effet, deux autres expériences contenant des solutions ioniques mixtes
riches en différents ions (Ml et MIl) ont été réalisées a plusieurs concentrations. L’utilisation
d’une solution avec de nombreux anions et cations (Ml et MIl) permettait en effet de
répartir la charge totale sur plusieurs ions et donc d’éviter d’ajouter un unique ion a de trop
fortes concentrations. Par exemple, la concentration maximale en azote ammoniacal testée
pour la solution Ml et MIl était de 2,7 et 3,2 gTAN/L respectivement, en dessous du seuil
d’inhibition observé précédemment. Ces deux solutions ont notamment été testées afin
d’augmenter le nombre de points permettant ainsi d’avoir une plus large gamme de

données, et mieux évaluer I'impact de la force ionique sur le rendement en hydrogene.

La Figure 26 regroupe les résultats obtenus a partir des cing solutions, et représente le

rendement d’hydrogéne en fonction de la force ionique sur une gamme de 0 a 3,0 mol/L.
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Figure 26 Impact de la force ionique sur le rendement en hydrogéene

D’apreés la Figure 26, une inhibition est observée pour chaque solution dans la méme gamme

de force ionique. Trois groupes de données statistiquement différents (p-test < 0,0001) se

121



Chapitre lll : Optimisation de la fermentation sombre

distinguent sur la base du rendement en hydrogéene. Une premiére zone (l) associé a une
production d’hydrogéne a été observée entre une force ionique de 0 et 0,7 mol/L. Lors de
cette gamme de force ionique, le rendement moyen en hydrogene atteint 23,216,5
mLH,/gMV. Cette valeur est statistiquement identique a celle du rendement observé dans le
témoin (22,9+0,1 mLH,/gMV) sans ajout d’ions dans le milieu. Ensuite, une deuxiéme zone
(1) correspond a une période de forte variabilité du rendement en hydrogéne olu une
diminution notable du rendement a été observée (5,9+7,3 mLH,/gMV). Cette zone
correspond a une gamme de force ionique entre 0,7 et 1,2 mol/L. Enfin une troisieme zone
(1) au-dela de 1,2 mol/L a été observée et est caractérisée par une trés faible production

d’hydrogéne avec une moyenne de 0,5+1,3 mLH,/gMV.

Cette étude met donc bien en évidence une tendance globale liée a la force ionique pour
chaque expérience, quels que soient les ions présents dans la solution qui se caractérise par
une diminution du rendement en hydrogene au-dela d’une valeur seuil de la force ionique

(0,7 mol/L).

L'effet de la force ionique peut étre expliqué par un effet sur les membranes cellulaires. En
effet, Van Niel et al. (2003) ont montré que l'augmentation de sels, tel que I'acétate de
sodium, augmentait la présence de protéines dans la solution directement causée par la
destruction des membranes des cellules. Cette destruction pouvait étre causée par la
saturation en protons dans le milieu qui empéche leur évacuation de la cellule. En effet, les
bactéries excrétent des protons par chimiosmose qui est la transformation de 'ADP en ATP
par 'ATP synthase ou I'énergie libérée par la dissipation du gradient de concentration des
cations (en général un proton H') & travers la membrane est utilisée par la cellule.
Cependant, une augmentation de la concentration de cations dans le milieu peut entrainer
un fort gradient électrochimique et causer un déséquilibre entre le milieu et la cellule. Par
conséquent, les réactions excrétant les protons ne sont alors pas favorisées voire stoppées
(ADP, NADH). Jolliffe et al. (1981) ont mis en évidence que I'activité d’autolyse des cellules
de Bacillus subtilis augmentait lorsque le phénomene de chimiosmose était bloqué par
I'ajout de conducteurs de protons [189]. Certaines enzymes appelées autolysines sont alors
capables d’hydrolyser le peptidoglycane qui est un constituant de la paroi, conduisant a une

lyse bactérienne [190].
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2.3.2.Effet de la force ionique sur le métabolisme fermentaire

Les co-produits métaboliques accumulés pour chaque expérience ont été analysés en fin de
fermentation (6 jours). La Figure 27 représente les métabolites produits en fonction de la
force ionique présente dans le milieu de fermentation. Dans cette figure, des points
spécifiques ont été choisis pour analyse afin de couvrir I'ensemble de la gamme de force
ionique utilisée pour chaque solution. Le témoin réalisé sans ajout d’ions dans le milieu
montre une concentration totale en métabolites de 290+50 mgDCO/gMV, avec comme
composés majoritaires 'acétate et le butyrate a des concentrations de 100£10 et 130+10
mgDCO/gMV respectivement (soit 37 et 48% des métabolites produits). L’éthanol et le
propionate sont également des produits observés issus de la fermentation sombre avec une

concentration de 173 et 101 mgDCO/gMV, respectivement.

Globalement, d’aprés cette Figure, 'augmentation de la force ionique dans le milieu de
fermentation, et ce quelle que soit la solution utilisée, a entrainé une diminution de la

production totale de métabolites.

En effet, pour le test avec ajout d’ions (Azote-Chlorure), la quantité de métabolites produits
pour une force ionique de 0,25 mol/L a été observé a 29050 mgDCO/gMV et reste stable
au-dessus de 250 mgDCO/gMV jusqu’a une force ionique de 0,35 mol/L. Puis,
I'augmentation de la force ionique jusqu’a 1,02 mol/L va entrainer une diminution des
métabolites produits avec une production totale en métabolite observée a 165

mgDCO/gMYV, soit une diminution de 94% comparé au témoin.

Une tendance identique a été observée avec les solutions Azote-X et MIl ou une baisse de la
production de métabolites s’est produite avec 'augmentation de la force ionique dans le
milieu. En effet, pour les deux solutions, lorsqu’une faible force ionique est contenue dans le
milieu de fermentation (0,28 et 0,18 mol/L), alors une production de métabolites maximale a
été observée avec une valeur de 220+40 et 210+50 mgDCO/gMV pour les solutions Azote-X
et MIl respectivement. Puis I'laugmentation de la force ionique a entrainé une diminution de
la production de métabolites jusqu’a atteindre une production totale de 100+30 et 60+10

mgDCO/gMV pour une force ionique de 1,02 et 1,14 mol/L respectivement.
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L'analyse des métabolites produits dans la solution Chlorure-X en fonction de la force
ionique a montré une tendance identique aux solutions précédemment utilisées avec une
concentration totale en métabolites qui passe de 430+70 mgDCO/gMV lorsqu’une force
ionique de 0,35 mol/L est appliquée a une concentration de 6010 mgDCO/gMV pour une

force ionique de 1,71 mol/L.

Concernant les autres métabolites comme le valerate et le caproate, ceux-ci sont observés a
I’état de traces dans le milieu (10 mgDCO/gMV) et ont également tendance a diminuer avec

I’'augmentation de la force ionique.

D’aprés I'ensemble des résultats, I’analyse de la production des sous-produits métaboliques
de fermentation montre une tendance identique a celle observée avec la production
d’hydrogéne qui se caractérise par une diminution du rendement global liée a
I’'augmentation de la force ionique, quelle que soit la solution ionique utilisée. En ce sens,
I’'augmentation de la force ionique entraine une diminution de la production d’acétate et de
butyrate qui sont les deux voies privilégiées pour la production d’hydrogene, ceci étant en
cohérence avec la diminution du rendement d’hydrogene observée [58]. De plus, quelle que
soit la force ionique appliquée, I'acétate et le butyrate restent les métabolites majoritaires
observés. L'augmentation de la force ionique ne montre donc pas un changement dans les
voies métaboliques utilisées mais plutét une limitation de I’activité microbienne. En effet,
aucune accumulation d’autres métabolites n’a été observée comme, par exemple,
I'accumulation de lactate qui pourrait étre présent en cas de stress microbien [69]. Ce qui
met en évidence, a priori, un effet toxique de la force ionique sur 'activité microbienne pour

un méme substrat.
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Figure 27 : Analyse des métabolites produits en fonction de la concentration en force ionique dans le milieu de réaction pour le Témoin et les solutions Azote-Chlorure,
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En utilisant les concentrations en acétate et en butyrate produits pour les points
expérimentaux présentés dans la Figure 27, le ratio (Bu/Ac) a été déterminée (Tableau 23).
Un ratio théorique représentant la quantité observée sur la quantité théorique en
hydrogene a également été calculé. Ce ratio correspond au nombre de moles d’hydrogene
produit par rapport a deux fois le nombre de moles d’acétate et de butyrate produits
(H2/[2x(Bu+Ac)]). En effet, en se référencant aux équations de production d’hydrogéne via
les voies idéales qui sont la voie acétate et butyrate, la production d’une mole d’acétate ou
de butyrate est idéalement associée a la production de deux moles d’hydrogéene (Equation 6
et 7). Une valeur égale a 1 indique donc que I'hydrogene a été produit seulement via les
voies butyrate et acétate. Si la valeur est inférieure a 1, cela peut signifier qu’une partie de
I'hydrogéne a été consommé entrainant, par exemple, une production d’acétate

(homoacétogénese), de caproate (Equation 13) ou encore de méthane.

Tableau 23: Ratio Bu/Ac et (H,/[2x(Bu+Ac)]) en fonction des force ionique sur les différentes solutions Azote-Chlorure,
Azote-X, Chlorure-X, MIl ainsi que le Témoin

L. . Ratio (Bu/Ac) H,/[2x(Bu + Ac)]
Expériences Force ionique (mol/L) (mol/mol) (mol/mol)
LI 0,09 0,51 0,19
0,25 0,58 0,22
C‘;lz(;’rtl‘ire 0,35 0,61 0,18
0,59 0,43 0,20
1,02 0 0
0,28 1,02 0,59
0,65 0,90 0,59
A 1,02 0,43 0,46
1,39 0 0,26
1,76 0 0,08
0,35 0,58 0,16
0,55 0,70 0,15
Chlorure-X 0,70 0,67 0,21
1,10 0,22 0,08
1,71 0,65 0,05
0,18 0,70 0,29
MII 0,57 1,20 0,26
0,90 0,17 0,09
1,23 0,19 0,06
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De maniére générale, pour de faibles forces ioniques (<0,60 mol/L) associées a la zone stable
de production d’hydrogéne (zone 1), le ratio Bu/Ac est en moyenne de 0,67+0,17 quelle que
soit la force ionique appliquée. Ceci met en évidence que l'acétate est produit de facon
majoritaire par rapport au butyrate. Seule I'expérience Azote-X et MII présentent une
expérience dont le ratio est supérieur a 1 pour les forces ioniques de 0,28 et 0,48
respectivement (1,02 et 1,20). De maniére globale, les ratios observés lors de cette étude
sont proche des valeurs observés dans |'étude de Dong et al. (2009) qui a étudié I'impact
individuel des composés caractéristiques de la fraction fermentescible des ordures
ménageres avec un ratio Bu/Ac de 0,55, 0,75 et 0,38 pour les substrats riz, patate et salade
respectivement. Seules les expériences avec la viande et I'huile ont mis en évidence un ratio
Bu/Ac supérieur ou égale a 1 (1,00 et 9,13 respectivement) [55]. Dans notre cas, les ratios
Bu/Ac supérieur a 1 pourraient donc provenir d’'une dégradation plus importante de la
viande qui était présente a hauteur de 7% dans le substrat reconstitué issu du MODECOM de
Trifyl. Excepté pour la solution Chlorure-X a une force ionique de 1,71 mol/L, 'augmentation
de la force ionique va entrainer une diminution du ratio Bu/Ac jusqu’a une valeur proche de
0 ce qui met en évidence que la production de butyrate semble avoir été plus impactée que

la production d’acétate qui est en général présent méme a de fortes forces ioniques.

Pour I'ensemble des données, les ratios H,/[2x(Bu+Ac)] suivent la méme tendance et sont
inférieurs a 1 ce qui suggere une consommation de I’hydrogéne. Une consommation
d’hydrogéne par homoacétogénése peut potentiellement s’étre produite et expliquerait la
forte production en acétate observée. L'augmentation de la force ionique semble faire
diminuer ce ratio ce qui montre un déséquilibre accru entre le rendement en hydrogene

observé et la production d’acétate et de butyrate.
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2.3.3.Evolution des communautés microbiennes suivant la force
ionique

Une premiere analyse des communautés microbiennes par CE-SSCP a été réalisée. Les profils
correspondant a la structure de I'inoculum avant fermentation, et des différents échantillons
issus de I'expérience Azote-Chlorure, sur plusieurs valeurs de la force ionique sont présentés

en Figure 28.

Entre l'inoculum et I'écosysteme présent lors des différentes fermentations, la structure de
la communauté microbienne évolue significativement en fonction de la valeur de la force
ionique. Trois structures de communautés sont alors distinguées : Une structure proche a
été observée pour les trois premieres expérimentations avec des valeurs de forces ioniques
de 0,25, 0,35 et 0,59 mol/L correspondant a la zone | de production d’hydrogeéne (25,2, 16,9
et 18,5 mLH,/gMV respectivement). Un deuxiéme groupe (ll) correspondant aux profils a
0,63 et 0,72 mol/L met en évidence une modification de I’écosystéme assimilé a la phase de
forte perturbation de la production d’hydrogene (5,7 et 2,5 mLH,/gMV). Enfin le dernier
groupe correspond aux profils 0,95, 1,02 et 1,13 mol/L, posséde des profils proches, et
représente les expérimentations a forte teneur en ions dans le milieu avec une absence de
production d’hydrogéne (groupe Ill). En conclusion d’apres ces résultats, 'augmentation de
la force ionique a entrainé une variation significative de la communauté microbienne en lien

avec les performances de production d’hydrogene.
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Figure 28 : Evolution de la structure des communautés microbiennes en fonction des différentes concentrations en force
ionique présentes dans le milieu avec la solution Azote-Chlorure

Un séquencage a alors été effectué lors de I'expérience Azote-Chlorure sur plusieurs valeurs

de la force ionique afin de comparer les microorganismes présents. Des différences dans

I'abondance des ordres de populations microbiennes ont ainsi été mises en évidence

(Tableau 24).

129



Chapitre lll : Optimisation de la fermentation sombre

Tableau 24 : Abondance relative (en %) de la communauté microbienne (familles) présente dans chaque milieu en
fonction de la concentration en ions avec la solution Azote-Chlorure

Famille Concentration en ions
0,25 0,35 0,53 0,63 0,72 0,95 1,02 1,13
mol/L | mol/L | mol/L | mol/L | mol/L | mol/L | mol/L | mol/L
Clostridiaceae 40 a7 31 13 9 - - -
Enterococcaceae 34 30 53 44 31 - - -
Pseudomonadaceae 5 5 4 5 2 31 28 32
Lachnospiraceae 1 1 2 8 19 - - -
Defluviitaleaceae 2 - - - - - - -
Oceanospirillaceae - - - - - 11 3 3
Halomonadaceae - - - - - 10 9 12
Alcaligenaceae - - - - - 5 3 4
Carnobacteriaceae - - - - - - 28 1

Les deux espéces majoritaires a une force ionique de 0,25, 0,35 et 0,53 mol/L sont les
Clostridiaceae et les Enterococcaceae. Dans les milieux possédant les deux plus faibles forces
ioniques (0,25 et 0,35 mol/L), les microorganismes de la famille des Clostridiaceae sont les
plus abondants avec une proportion de 40 et 47% suivi par les Enterococcaceae (34 et 30%
respectivement). D’aprés les résultats de la littérature les espéces du genre Clostridium
appartenant a la famille des Clostridiaceae sont généralement retrouvées en proportion
majoritaire dans les cultures mixtes productrices d’hydrogene par voie fermentaire [29,30].
D’aprés Cabrol et al. (2017) les Clostridium sont considérés comme les plus abondants et les
plus efficaces pour la production d’hydrogene ce qui est en lien avec la production
d’hydrogene élevée observée lors de cette gamme de force ionique (24,9%4,4 mLH,/gMV)
[68]. La famille des Enterococcaceae, observée de fagons importantes a de faibles forces
ioniques, est quant a elle référencée comme étant une famille appartenant a l'ordre des
Lactobacillales dont certaines sont capables d’hydrolyser la matiére organique complexe
[68].. Les bactéries minoritaires correspondant a la famille des Lachnospiraceae sont
connues comme étant productrices de butyrate ce qui est en lien avec I'accumulation de

butyrate observé lors des différentes expériences [191].

L’augmentation de la force ionique (0,53 mol/L) a entrainé une légére modification de
I’'abondance relative avec comme famille majoritaire les Enterocococcaceae (53 %) suivis par

les Clostridiaceae (31%).
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La deuxieme zone caractérisée par une forte variabilité sur le rendement en hydrogéene,
représentée par les forces ioniques de 0,63 et 0,72 mol/L. montre une forte diminution des
Clostridiaceae avec des abondances relatives de seulement 13 et 9 % respectivement. La
forte variabilité de la production d’hydrogéne est donc fortement corrélée a une
modification de la communauté microbienne notamment des Clostridiaceae qui montre la
faible adaptabilité de ces bactéries a partir d’'une force ionique de 0,63 mol/L. Au vue de la
faible production d’hydrogéne entre 0,63 et 0,72 mol/L, ces résultats suggérent que les
Clostridiaceae sont les principales productrices d’hydrogéne. Dans ce sens, leurs diminutions
vont engendrer une diminution du rendement et causer une forte variabilité dans la

production d’hydrogene.

A partir de 0,95 mol/L, une absence de Clostridiaceae et d’Enterococcaceae a été observée
avec comme bactéries majoritaires les Pseudomonadaceae. D’apres la littérature, les
Pseudomonas sp. sont connus pour hydrolyser la matiére lignocellulosique [192]. De plus
cette famille a déja été observé dans un réacteur de fermentation mais cependant est
rapidement lessivé du milieu [193]. De plus, de nouvelles familles apparaissent a de fortes
forces ioniques telles que les Oceanospirillaceae, les Halomonadaceae, les Alcaligenaceae et
les Carnobacteriaceae. Avec une forte abondance de cette derniére (qui sont répertoriées
comme bactéries hydrolytiques ) lors du test effectué avec une force ionique de 1,02 mol/L
[38]. La famille des Halomonadaceae a été répertoriée comme se développant dans des
milieux salins, dans notre cas, le lixiviat posséde initialement une forte concentration en Na*
(2,55£0.60 g/L) et en CI" (2,7310,58 g/L) ce qui peut favoriser le développement de ce type
de bactéries. Cette observation met en avant que la pression osmotique (exprimée via le
calcul de la force ionique) pourrait étre le facteur d’inhibition de la communauté

microbienne fermentaire.

D’apres ces résultats la charge ionique dans la solution entraine donc une modification
significative de la communauté microbienne présente dans le milieu de réaction avec une
absence des familles Clostridiaceae et d’Enterococcaceae a de fortes forces ioniques et
confirme de l'effet toxique de la pression osmotique notamment sur les bactéries

productrices d’hydrogene.
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2.3.4.Suivi de la fermentation sombre par mesure de la

conductivité

D’apres les résultats précédents, I'augmentation de la force ionique, quels que soient les
ions en solution, entraine systématiquement une baisse du rendement en hydrogene, de la
production de métabolites et un shift de la communauté microbienne. De plus, une zone de
déséquilibre (groupe Il) montre qu’a partir d’'une certaine valeur (entre 0,59 et 1,08 mol/L),
le rendement en hydrogene diminue fortement. La force ionique qui est le phénomene
créant cette variabilité peut étre calculée suivant la concentration des ions dans le milieu. En

effet, la force ionique peut-étre exprimée d’apres I’équation 19:

I = % X ZCiZiZ (Equation 19)

Avec | la force ionique exprimée en mol.I", Zi la charge de l'ion et Ci la concentration de I'ion

(mol.I™).

Il s’agit d’'une mesure indirecte de I'activité des ions en solution aqueuse, qui nécessite de
connaitre la concentration de chaque ion présent dans la solution. Lors des différentes
expérimentations réalisées et présentées ci-dessus, la force ionique a été estimée via les

concentrations mesurées des ions contenus dans chaque réacteur.

Cependant, une voie plus directe d’estimation de la présence d’ions en solution consiste a
mesurer la conductivité. La conductivité est la capacité d’une solution, d’'un métal ou d’un
gaz a faire passer un courant électrique. Dans une solution, ce sont les anions et les cations

qui transportent le courant. Cette mesure peut étre définie par I'’équation 20 :
o= Zi z;.Vi- G (Equation 20)

Avec o la conductivité exprimée en mS/cm, Z; la charge de I'ion et Ci la concentration de

I'ion (mol.I") et y;la conductivité molaire ionique (mS.cm™.l.mol™).
1

L'avantage de cette donnée est qu’elle peut étre déterminée expérimentalement, la
conductivité est une grandeur facilement accessible, car elle peut étre mesurée grace a un
conductimetre facile d’utilisation. En effet, il n’y a pas besoin de connaitre précisément la

concentration de chaque ion comme le nécessite le calcul de la force ionique.
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Lors de chaque expérimentation réalisée précédemment, la mesure de la conductivité a ainsi

été réalisée et est présentée dans le paragraphe ci-dessous.
2.3.5.Etude du seuil critique de la conductivité

La Figure 29 représente le rendement en hydrogéne (axe a gauche) et le pourcentage de
baisse par rapport au témoin (axe a droite) en fonction de la conductivité mesurée dans
chaque solution. Afin d’améliorer la visibilité sur la figure, les valeurs ont été regroupées par

groupes de trois possédants des conductivités semblables.
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Figure 29 : Etude du seuil critique sur le rendement en hydrogéne en fonction de la conductivité

D’apres les résultats, entre une conductivité de 10,2 et 55,6 mS/cm, un plateau est observé
sur le rendement en hydrogene. Puis au-dela de ce seuil, la production d’hydrogéne diminue
de 50% par rapport au rendement observé lors du témoin. Cette baisse de rendements de
50% correspond a la zone possédant une forte variabilité (groupe Il) comme observé
précédemment. En effet, aprés 55,6 mS/cm, on constate une forte variabilité de la
production d’hydrogene avec une faible reproductibilité entre chaque expérience pour une
méme conductivité. D’apres cette figure, un seuil critique a donc été fixé arbitrairement
lorsqu’une baisse du rendement de plus de 50% a été observée c’est-a-dire au-dessus de

55,6 mS/cm.
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Une analyse des variances ANOVA (p-valeur < 0,05) a été effectuée sur trois groupes de
conductivité [10 — 55,6], [55,6 — 82,60] et [82,60 — 181,4] mS/cm et est présentée dans le
Tableau 25. Un rendement en hydrogéne entre une conductivité de 10 et 55,6 mS/cm
correspond a un rendement maximal avec une valeur moyenne de 25,7+2,4 mLH,/gMV. Par
la suite, une valeur de la conductivité plus élevée entrainera une forte baisse du rendement
en hydrogeéne (7,616,9 mLH,/gMV) avec une forte variabilité (déviation standard : 8,56).
Enfin un derniers groupe (groupe lll) correspondant a une faible production d’hydrogene a
été observée (1,8+2,6 mLH,/gMV). Ces résultats confirment donc que les conclusions restent
identiques en utilisant la mesure de la conductivité et la force ionique. Ceci met donc en
avant la possibilité d’utiliser la conductivité pour s’assurer de rester sous le seuil critique

d’inhibition.

Tableau 25: Etude statistique de différentes phases observées sur le rendement en hydrogene

Groupe statistique (mS/cm) | Volume d’hydrogéne moyen Déviation standard
(mLH,/gMV) (mLH2/gMV)
[10 - 55,6] 25,7+2,4 6,94
[55,6 — 82,60] 7,616,9 8,56
(82,60 —181,4] 1,826 3,91

2.4. Conclusion

Cette étude a permis de mettre en avant le caractéere inhibiteur de la force ionique sur
I'activité microbienne en culture mixte lors de la fermentation sombre de déchets ménagers
reconstitués. En effet, I'ajout d’'une forte concentration en ions a entrainé une instabilité de
la production d’hydrogene. Globalement, I'accumulation d’ions dans le milieu, quelle que
soit la nature des ions, a entrainé systématiquement une inhibition de la production
d’hydrogéne et de métabolites, en lien de la diminution de I'abondance relative des

microorganismes de la famille des Clostridiaceae et des Enterococcaceae.

Néanmoins, I'ajout d’azote ammoniacal peut étre potentiellement bénéfique a de faibles
concentrations [0 — 3,5/6,2] gTAN/L pour le rendement en hydrogéne, ce qui est positif dans
notre cas sachant qu’une concentration de 4,02+0,79 gTAN/L dans le lixiviat initial est en

moyenne observée.
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En pratique, la charge totale des ions présents en solution peut étre estimée par le calcul de
la force ionique quand I'ensemble des concentrations en ions sont connues, ce qui nécessite
une analyse fine au préalable. Ainsi, comme présenté sur la Figure 29, la conductivité
constitue une bonne alternative bien plus facile a mettre en place au niveau industriel. Ce
travail a permis de déterminer un seuil critique a 55,6 mS/Cm au-dela duquel une diminution
minimale du rendement d’hydrogene de 50 % est observée. La mesure de conductivité
électriqgue d’un milieu de fermentation serait par conséquent un moyen simple et efficace
pour réaliser un suivi du réacteur, qui pourrait permettre d’anticiper une réduction

potentielle du rendement en hydrogene liée a une inhibition par accumulation d’ions.
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3. Evaluation des conditions optimales pour la fermentation sombre

3.1. Introduction

En fermentation sombre, une large gamme de conditions opératoires a déja été rapportée
comme étant favorable a la production d’hydrogene pour le pH, la température et le taux de

matiéres seches.

Tout d’abord, la gamme de pH utilisée est trés étendue, allant de 4,5 a 8 [93,94]. Cette
gamme large de pH peut notamment étre expliquée par la grande variété de substrats et
d’inocula utilisés dans les différents travaux [95]. En effet, pour des sucres simples comme le
glucose, Lie et al. (2008) ont rapporté un rendement optimal en hydrogéne a un pH de 6
(1,83 molH,/mol) [96]. Dans un réacteur continu alimenté avec du glucose, Fang et Liu
(2002) ont également trouvé un pH optimal de 5,5 avec un temps de séjour hydraulique de 6
heures [97]. Avec un substrat complexe comme des déchets alimentaires (lactosérum de
fromage), De Gioannis et al. (2014) ont montré que le pH optimal se situait entre 6,5 et 7,5

(171,3 NmLH,/groc) en réacteur batch avec une régulation continue du pH [98].

Autre parametre d’importance, la température, qui varie dans les différentes études.
Néanmoins trois gammes de températures sont principalement décrites pour Ia
fermentation sombre : les températures mésophiles (autour de 35°C), thermophiles (env.
55°C) et hyperthermophiles (> 65°C) [95]. Ces gammes de températures correspondent aux

températures optimales de fonctionnement et de croissance des micro-organismes.

Enfin, la siccité (taux de matiéres séches) est un paramétre pouvant impacter la production
d’hydrogene et a été tres étudiée notamment au niveau industriel sur les réacteurs de
méthanisation. Les réacteurs sont de type soit voie liquide (siccité < 10%) soit voie solide
(>20 %) avec un intermédiaire appelé semi-solide (siccité : 10-20 %) [194]. En fermentation
sombre, de récentes études se sont intéressées a ce parametre avec des gammes allant
notamment jusqu’a 35 %, bien que globalement des taux de matieres seches faibles restent

plus favorables a la production d’hydrogene [2,40].
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Les gammes trés étendues de ces trois parametres dans la littérature mettent en évidence
qgue la production d’hydrogene peut étre réalisée sur une large plage de conditions
opératoires. Cependant, le point optimal de production d’hydrogene dépend du type de
substrat et de la communauté microbienne utilisée. Dans le cas d’une culture mixte issue
d’environnements naturels (boue d’épuration, lixiviat) et d’'un substrat complexe tels que les
déchets ménagers, les conditions opératoires a fixer sont généralement spécifiques a chaque
cas d’étude car le milieu initial peut fortement varier. Par exemple, I'étude de Danko et al.
(2008) a consisté a étudier la production d’hydrogéne et d’AGVs a partir de deux inocula
(boues granulaires et boues en suspension) en faisant varier la température (37, 60 et 70°C)
dans des réacteurs batchs avec un pH initial non régulé de 6,5. Ce travail a montré que
I'augmentation de la température impactait différemment la fermentation sombre en
fonction du type d’inoculum : pour les boues granulaires, une augmentation de température
jusqu’a 60°C était plutét favorable a la production d’hydrogene alors que la boue en
suspension était séverement affectée par 'augmentation de la température avec une forte

diminution de la production d’hydrogéne et d’AGVs [108].

Afin de connaitre de fagon précise les valeurs de ces différents parametres pour obtenir une
optimisation du réacteur de fermentation sombre, il est donc important de réaliser une
étude propre aux ressources disponibles. Par conséquent, et dans I'optique de réaliser un
réacteur de fermentation sombre a I’échelle industrielle avec les ressources de Trifyl (FFOM
et lixiviat), il était nécessaire de connaitre avec précision la gamme des conditions
opératoires propices a la production d’hydrogene. Pour certains parametres tels que la
température ou la siccité, cette étude a été réalisée afin de connaitre avec précision la
valeur initiale a fixer pour une production maximale d’hydrogene. De plus, la siccité est un
parametre important au niveau industriel car elle modifie le dimensionnement du réacteur
via la quantité d’eau a ajouter [194]. Pour le pH, la valeur est dépendante du milieu et des
métabolites produits, une régulation étant peu envisageable pour des FFOM. En effet, dans
notre cas, le pH doit idéalement ne pas étre régulé afin de réduire les colts du procédé de
fermentation. Enfin, et d’apres I'étude précédente « Etude de I'effet inhibiteur du TAN et de
la force ionique » (Chapitre 11.1), I'azote ammoniacal peut étre un parametre permettant

soit une amélioration du rendement en hydrogéne a de faibles concentrations (<5 gTAN/L)
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soit une inhibition, il était donc important de le prendre en compte comme parametre a

optimiser.

Cette partie a donc pour objectif d’estimer les conditions idéales pour un rendement en
hydrogene optimal suivant les parameétres pouvant impacter la fermentation sombre a
savoir le pH, la température, la siccité et I'azote ammoniacal. De plus, le but de la these
étant de coupler un réacteur de fermentation a un réacteur de méthanisation, la forte
production de métabolites et notamment d’AGVs dans le réacteur de fermentation est
également une donnée a prendre en compte. En effet, dans un procédé a deux étapes, la
fermentation sombre peut permettre une premiere hydrolyse des composés en AGVs, ce qui
peut entrainer des cinétiques de production de méthane plus rapides dans le second

réacteur de méthanisation, et donc réduire son temps de séjour.

Dans I'optique de répondre a cet objectif, un plan d’expérience a été réalisé. Lors de ce plan
d’expérience, les variables étudiées ont été la siccité, le pH, la concentration en azote

ammoniacal et la température.

3.2. Déroulement de I'étude

Toutes les expériences ont été réalisées dans des réacteurs batchs de volume utile de 500
mL. Dans chaque réacteur, des FFOMs et du lixiviat préalablement traité par stripping ont
été ajoutés. Un plan d’expérience a 4 facteurs a été réalisé. Les quatre facteurs étudiés ont
été le pH, la siccité, la concentration en azote ammoniacal et la température. Trois niveaux
ont été utilisés (-1, 0, 1) pour les facteurs pH, siccité et concentration en azote ammoniacal,
alors que seulement deux niveaux ont été utilisés (-1, 1) pour la température pour les

raisons expliquées ci-dessus (Tableau 26).
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Tableau 26 : Niveau fixé pour chaque facteur

Niveau -1 0 +1
Siccité (%) 3 11,5] 20
pH 5 6,5 8
TAN (g/l) 1 3 5
Température | 37°C | - | 55°C

Au total, ce plan d’expérience est composé de 26 expériences dont les caractéristiques sont

présentées dans le Tableau 27. Chaque condition expérimentale a été réalisée en duplicata.

Tableau 27 : Caractéristique de chaque test suivant le plan d'expérience fixé

N°exp | Siccité | [NH4'] (g/1) pH Température
1 11,5 1 5
2 20 3 5
3 11,5 5 5
4 3 3 5
5 3 1 6,5
6 20 1 6,5
7 20 5 6,5 37°C
8 3 5 6,5
9 11,5 1 8
10 20 3 8
11 11,5 5 8
12 3 3 8
13 11,5 3 6,5
14-26 €ooo » € » € » 55°C

Une analyse des AGVs et une analyse microbiologique ont été réalisées a la fin des
expérimentations et la production d’hydrogene a été mesurée par micro-GC multiplexée

toutes les 4 heures.
Les bornes du plan d’expérience ont été choisies de la maniére suivante :

e Siccité : lors de I'étude précédente « Etude de I'effet inhibiteur du TAN et de la force
ionique », une siccité de 3% avait été utilisée. Cette valeur provenait d’études
réalisées précédemment au cours de travaux antérieurs au doctorat. Cependant,
d’un point de vue industriel, une siccité élevée est plus favorable pour minimiser

I'apport en eau dans le milieu et se rapprocher des conditions imposées dans les
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méthaniseurs a la suite de la fermentation. C'est dans cette optique que le niveau
haut de la siccité a été choisi de 20%. De plus, une étude préalable (voir Annexe I) a
montré qu’au-dessus de 20 % de siccité, la production d’hydrogéne pouvait étre
négligeable.

e pH:selon les études bibliographiques, le pH optimal pour la production d’hydrogene
se situe entre 5 et 8. Afin de s’assurer de trouver le point optimal de la production
d’hydrogéne, un point central a été fixé a un pHinitial de 6,5. Le niveau haut (pHinitial =
8) correspond a la valeur moyenne du pH du lixiviat initial. Dans I'optique de ne pas
réguler le pH du lixiviat, il est donc important de l'inclure dans les conditions. Le
niveau bas du pH a été fixé a 5, car d’aprés la littérature, le phénomeéne de
solvantogenese se produit en dessous de cette valeur ou une absence de production
d’hydrogéne est généralement observée. Durant ces expérimentations, il est
important de préciser que le pH n’a été ni tamponné ni régulé et donc, le pH fixé est
le pH initial du lixiviat.

e Azote ammoniacal : concernant la concentration en azote ammoniacal, d’apres
I’étude précédente (voir Chapitre lll, section 2.3.1,), une augmentation du rendement
en hydrogéne a été observée pour des valeurs en TAN comprises entre 1 et 5 g/L, qui
correspondent aux bornes du domaine (concentration de 3 g/L au point central).

e Température : les températures réalisables a I'échelle industrielle pour un procédé
de production de biohydrogene sont essentiellement soit mésophiles soit
thermophiles. La température hyperthermophile n’a pas été retenue, car elle est
largement plus difficile a mettre en place au niveau industriel du fait des difficultés
techniques qu’elle peut engendrer et de la forte instabilité des réacteurs de

fermentation a cette température.

3.3. Résultats du plan d’expérience

3.3.1.Effet sur le rendement en hydrogeéne

Les Tableau 28 représentent les valeurs du rendement, du temps de latence ainsi que de la
cinétiqgue maximale de production en hydrogéene obtenue pour chaque expérience opérée a

la température de 37°C et 55°C (modélisation de Gompertz).
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Tableau 28 : Résultats de la production d'hydrogéne en termes de rendement, de temps de latence et de cinétique ainsi que la conductivité de milieu pour les expériences du plan d'expérience effectuées a
37°C et 55°C

37°C 55°C
Siccité | TAN Rendement Temps de Vi_tesse Conductivité Rendezment Temps de Vi_tesse Conductivité
Exp (%) (g/L) pH H, latence H, maximale H, (mS/cm) H latence H, maximale H, (mS/cm)
(mLH,/gMV) (heures) (mLH,/gMV/h) (mLH,/gMV) (heures) | (mLH,/gMV/h)

1 11,5 1 5 36,1+1,6 13,3+0,1 2,5+0,1 13,0 39,3+2,9 6,4+1,7 1,1+0,3 13,2

2 20 3 5 20,0+0,4 16,6+2,2 0,8+0,4 24,6 20,7438 8,8+0,8 0,9+0,2 24,5

3 11,5 5 5 32,0+6,9 15,7+1,9 1,7+0,8 37,2 42,310,5 16,5+1,8 2,1+0,2 37,9

4 3 3 5 25,2+0,7 15,5+0,4 1,4+0,2 31,3 22,0+1,4 15,0+3,5 0,9+0,2 24,7

5 3 1 6,5 19,9:0,1 14,3+1,2 2,2+1,4 12,7 15,7+0,7 7,3+0,3 1,610,4 13,0

6 20 1 6,5 22,8+0,3 17,0+0,6 2,0+0,4 12,9 27,5+0,8 6,3+0,1 0,7+0,1 20,0

7 20 5 6,5 25,9429 16,8+0,4 1,4+0,3 37,5 29,2429 9,9+2,4 0,7+0,1 37,4

8 3 5 6,5 25,2+1,8 14,7+0,3 1,8+0,2 37,3 26,2+1,3 6,9+3,8 1,6+0,2 37,4

9 11,5 1 8 36,4+4,8 14,0+0,4 3,001 12,4 33,4493 5,9+3,4 1,208 12,7
10 20 3 8 23,5433 11,9+1,7 1,0+0,5 24,1 27,3+0,5 6,9+1,0 0,8+0,1 24,2
11 11,5 5 8 28,346,2 15,4+0,4 1,6+1,3 43,2 36,4+1,7 10,1+0,2 1,1+01 37,2
12 3 3 8 19,546,0 11,8+4,7 1,4+1,3 24,0 27,524 4,9+0,3 1,8+0,1 24,3
13 11,5 3 6,5 35,0+2,7 13,2+0,2 2,0+0,1 24,2 36,6430 5,9+0,1 0,9+0,1 24,4
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Lors de l'étude effectuée a la température de 37°C, le rendement en hydrogéne
fluctuait entre 19,5+6,0 mLH,/gMV (expérience 12 ; siccité : 3 %, TAN : 3 g/L, pH : 8)
et 36,4+4,8 mLH,/gMV (expérience 9 ; siccité : 11,5%, TAN : 1 g/L, pH : 8).

Le temps de latence en hydrogéne était compris entre 11,8+4,7 heures (expérience
12) et 17,01+0,6 heures (expérience 6 ; siccité : 20%, TAN : 1 g/L, pH : 6,5). La vitesse
maximale de production d’hydrogene correspond a des valeurs comprises entre
0,810,4 mLH,/gMV/h (siccité : 20%, TAN : 3 g/L et pH 5) et 3,0+0,1 mLH,/gMV/h

(expérience 9).

Lors des différentes expériences opérées a cette température, la conductivité
mesurée était toujours inférieure au seuil critique observé dans I'étude précédente
(<55,6 mS/cm). La conductivité était fortement corrélée a la quantité d’azote
ammoniacal ajoutée avec une moyenne de 12,8+0,2 mS/cm pour un TAN de 1 g/L,

25,6%2,3 mS/cm pour un TAN de 3,0 g/L et enfin 38,8+2,2 mS/cm pour 5,0 gTAN/L.

Lors des expériences effectuées a une température de 55°C, une plus large gamme
de rendement en hydrogene a été observé avec un rendement minimal de 15,7+0,7
mLH,/gMV (expérience 5; Siccité: 3%, TAN: 1 g/L et pH: 6,5) et un rendement
maximale de 42,3+0,5 mLH,/gMV (Siccité : 11,5 %, TAN : 5 g/L et pH : 5).

Le temps de latence était globalement plus court a 55°C par rapport a 37°C, et
compris entre 4,9+0,3 heures (Siccité : 3%, TAN : 3 g/L et pH : 8) et 16,5%1,8 heures
(siccité : 11,5%, TAN : 5g/L et pH : 5).

Concernant les cinétiques maximales de production d’hydrogene a 55°C, celles-ci
étaient également plus faibles que celles a 37°C et comprises entre 0,710,1

mLH,/gMV/h (expérience 6 et 7) et 2,1+0,2 mLH,/gMV/h (expérience 3).

La conductivité a suivi la méme logique que lors de I'expérience a 37°C avec 14,7+2,6
mS/cm pour un TAN de 1 g/L, 24,4+0,1 mS/cm pour un TAN de 3 g/L et 37,510,2
mS/cm pour un TAN de 5 g/L.
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Le pH final également mesuré pour les températures de 37 et 55 °C sont présentés dans le
Tableau 29. D’apres les résultats obtenus, sans ajout de tampon ou de régulation du pH, et
quels que soit le pH initial ou la température, le pH final était relativement proche, avec une

moyenne de 5,3+0,1 et 5,6+0,2 pour la température de 37 et 55°C respectivement.

Tableau 29 : pH final mesuré a la fin de chaque expérience pour les températures de 37 et 55°C

37°C 55°C

S|(c(;)|)te (T;B PHinitial | PHfinal | PHfinal
15 | 1 | 5 2L | 57
20 [ 3] 5 04| 52
115 | 5 5 2,5 >/
3 3 5 5’2 5,4
3 1 6,5 5,2 >4
20 | 1| 65 | 53 | 56
20 | 5| 65 | 55 | 53
3 5 6,5 5,2 5,7
115 | 1 8 3,2 >/
20 | 3] 8 24 | 53
115 | 5 8 >,/ 6.0
3 3 8 5,4 5r5
1,5 | 3 | 65 | 54 | 59

Ainsi, a partir de 'ensemble de ces rendements en hydrogene, il a été possible de résoudre
une équation quadratique permettant ainsi de connaitre les valeurs de parametres
impactant le plus la production d’hydrogene parmi la température, la siccité, I'azote
ammoniacal et le pH initial. L'Equation 21 représente I'équation quadratique utilisée lors de

ce plan d’expérience.
y= ap+Xa,X, +2 apmXnXm + 2 dpmX2 (Equation 21)

Les résultats de cette équation sont exploitables, seulement si le coefficient a0 du centre du
modele possede une p-valeur significatif au minimum de 0,05. La résolution de I'’équation
quadratique a permis d’obtenir une p-valeur de 1,1x10™ ce qui signifie que le résultat de

I’équation est statistiquement significatif (Tableau 30).
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Tableau 30 : Résultats de la résolution de I'équation du plan d'expérience sur le rendement en hydrogéne

Terme Coefficient Valeur Valeur-p

Centre du modele a0 34,35 Hokk
al Siccité 0,02

Linéaire a2 (NHa ] 4,20 ***
a3 pH 1,45
ad Temp 0,46
al:a2 -1,01
al:a3 -2,19
Interaction al:a4 2,39
a2:a3 -1,15
a2:a4 -1,38
a3:a4 -2,74

alnr2 -8,40 wkx
Quadratique a2n2 -0,62
a3n2 1,21

*** : valeur-p < 0,001, ** : valeur-p < 0,01

D’apres les coefficients de I'équation, il a alors été possible de déterminer que seuls deux
facteurs ont eu un impact significatif sur le rendement en hydrogene dans le domaine
d’étude fixé. Le premier est la concentration en azote ammoniacal qui était significatif sur le
terme linéaire avec un coefficient a2 de 4,20. Cette donnée signifie que 'augmentation de la
concentration en TAN de 1 a 5g/L a permis d’augmenter le rendement en hydrogéne. Le
deuxieme parametre significatif est la siccité qui a été identifié comme parametre influent
sur le terme quadratique avec un coefficient de -8,40. Ce résultat signifie qu’un optimum de
la production d’hydrogéne a été repéré sur la valeur centrale (11,5 %) avec une baisse du

rendement pour les valeurs limites (3 et 20%).

Concernant I'azote ammoniacal, cette donnée est en accord avec I'étude précédente « Etude
de I'effet inhibiteur du TAN et de la force ionique » qui a montré qu’entre 0 et 5 g/L en TAN,
un effet positif a été observé sur le rendement en hydrogene. De plus, cette observation est
en lien avec la littérature, en effet I'étude de Ramao et al. (2014) a mis en évidence que
I’ajout d’ammonium sous forme (NH4),SO4 a une concentration de 1,5 g/L pouvait favoriser
la production d’hydrogéne jusqu’a 4,13 molH,/moljactese dans un réacteur de fermentation
sombre a un pH de 7 et une température de 35°C. Dans le cas de |'utilisation des ressources

présentes sur le site de Trifyl, la valeur initiale de I'azote ammoniacal dans le lixiviat est de
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4,02+0,79 gTAN/L. Cette concentration est donc proche du point optimal obtenu lors de

cette étude et permet donc un rendement élevé en hydrogéene.

Le second facteur impactant significativement le rendement en hydrogene est la siccité.
D’aprés la résolution du plan d’expérience, un point optimal pour le rendement en
hydrogene a été observé a une siccité de 11,5 %. Une siccité plus faible ou plus élevée va
entrainer une diminution du rendement en hydrogene. En comparant avec la littérature,
I’étude de Robledo-Narvaez et al. (2013) a montré, lors d’un plan d’expérience faisant varier
la siccité (15-35%) et le pH (tamponné) de 6,5 a 7,5, des résultats proches avec une
production maximale en hydrogéne a une siccité de 18% et un pH de 6,5 (3 mmolH,/gsubstrat
degradé) €n utilisant des déchets alimentaires comme substrat [196]. L'étude de Motte et al.
(2014) a montré que sur trois groupes statistiques de siccité ([10-14%], [19%] et [25-34%]), la
production d’hydrogene était maximale a une siccité comprise entre 10 et 14% (15,3+1,6
NmLH,/grs) puis diminuait avec 'augmentation de la siccité ce qui est en lien avec nos

observations [195].

La Figure 30 représente la courbe du rendement en hydrogéene (mLH,/gMV) par rapport aux
deux facteurs significatifs a savoir la concentration en TAN (g/L) et la siccité (%), les autres

facteurs étant fixés sur le point central.

Si les conditions opératoires sont fixées de facon optimale, c’est-a-dire une siccité de 11,5%
et un TAN de 5g/L, alors une amélioration du rendement de 52% est observée par rapport au
rendement du témoin de I'étude précédente « Etude de I’effet inhibiteur du TAN et de la

force ionique » (siccité : 3%, TAN : 0 g/L, pH : 6).
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Figure 30 : Rendement d'hydrogéne (mLH,/gMV) en fonction de la concentration en azote ammoniacal et la siccité

D’aprés la Figure 30 afin d’obtenir un rendement optimal en hydrogene, supérieur a 36
mLH,/gMV, la concentration en azote ammoniacal doit donc étre supérieure a 4 g/L et la

siccité autour de la valeur 11,5% comprise entre le niveau 7,25 et 15,75%.

Cependant, la résolution de I'équation nous indique également que la température et le pH
n’ont pas eu d’'impact significatif sur le rendement en hydrogéene avec des valeur-p de 0,62
et 0,17 respectivement donc non significatives. De plus, d’aprés ces résultats, aucun impact
d’interaction entre deux parameétres n’a été observé ce qui met en évidence que tous les
parametres étudiés dans les gammes choisies n‘ont pas dimpacts communs sur le

rendement en hydrogene.

Concernant le pH initial du milieu de fermentation, les résultats du plan d’expérience
indiquent donc que dans nos conditions, pour un rendement maximal en hydrogene, la
gamme optimale est comprise au moins entre 5 et 8. Cette donnée met en évidence une

grande flexibilité du procédé. Cependant, I'absence d’impact du pH initial sur le rendement
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en hydrogene est fortement lié au fait que le pH n’est ni tamponné et régulé; par
conséquent, une variation du pH a été observée entre le début et la fin de chaque
expérimentation. En effet, quel que soit le pH initial du milieu, le pH final moyen est de
5,3+0.1 et 5,610,2 pour les températures de 37 et 55°C, respectivement ce qui montre le fort
pouvoir tampon du milieu (Tableau 29). D’apres la littérature, la gamme de pH optimale
pour la production d’hydrogeéne utilisant des déchets alimentaires comme substrat est
compris entre 5,0 et 6,0 [57]. Dans notre cas, le pH final du milieu est donc propice a la
production d’hydrogene. De plus, la fermentation étant un procédé rapide, comme le
suggérent les temps de latence d’hydrogene obtenus (entre 5 et 17 heures), le pH peut
diminuer rapidement jusqu’a atteindre la gamme de pH optimale a la production
d’hydrogene. Cette étude a donc permis de mettre en évidence que le pH initial du milieu
(entre 5 et 8) n’a pas d’'impact sur le rendement en hydrogene car dans tous les cas, une
stabilité du pH final propice a la production d’hydrogéne a été observée, ce qui met en avant
la robustesse du procédé. Cependant, ayant fixé les conditions entre 5 et 8, cette étude ne
permet pas de connaitre I'impact de pH a des valeurs inférieures ou supérieures. Par
exemple, I'étude de Liu et al. (2006) a montré qu’avec un pH inférieur de 5, une forte

diminution de la production d’hydrogéne était observée [72]

Il est également important de noter que les tests réalisés avec un pH initial de 5 ont vu leurs
pH augmenter autour de la valeur moyenne observée lors de la fermentation, malgré la
production d’AGV. Ce phénomene est causé par les déchets types cartons, papiers qui ont
un fort pouvoir tampon et permet ainsi de réguler le pH car seul le lixiviat a subi une

régulation du pH [197].

Enfin, la température a été observée comme n’ayant pas d’impact significatif sur le
rendement en hydrogene a 37 et 55°C avec des moyennes de 26,946,2 et 29,5+7,8
mLH,/gMV, respectivement. Cela peut étre expliqué par une bonne acclimatation des
microorganismes fermentaires producteurs d’hydrogene aux deux températures étudiées.
Ce résultat est cependant en contradiction avec la littérature qui montre en général une
production d’hydrogene plus importante en conditions thermophiles que mésophiles [6,21].
En effet, d’apres la littérature, une augmentation de la température permet d’améliorer le
potentiel d’hydrolyse et donc d’améliorer le rendement en hydrogene lors de I'utilisation de

substrats difficilement dégradables [57].
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3.3.2.Effet de la modification des conditions opératoires sur le
temps d’apparition de la production de méthane

Lors de cette étude, aucun traitement thermique sur l'inoculum n’a été effectué au
préalable, la présence de méthane a de ce fait été observée dans certaines expériences au
bout d’un certain temps de fermentation. Dans le cas d’'une apparition de méthane, le
Tableau 31 présente les rendements en méthane a la fin de I'expérience (7,5 jours) ainsi que

le temps de latence lié a I'apparition de la production de méthane.

Tableau 31 : Résultats de la production de méthane en termes de rendement, de temps de latence pour les expériences
du plan d'expérience effectuées a 37 et 55°C

37°C 55°C
Conditions Production Temps Conditions Production Temps
expérimentales CHa avant expérimentales CHa avant
(mLCH4/gMV) | CHy (j) (mLCH4/gMV) | CHq (j)

pH [ INH'] [ siccite [ o- | [NH.] [ siccité

5 5 11,5 0,97 7,43 5 5 11,5 0,57 6,56
5 3 3 1.91 5,82 5 3 3 9,85 2,83
5 1 11,5 5,22 5,80
6,5 1 3 13,5 2,96
6,5 1 20 4,34 4,60
65| 5 | 3 | 120 334 |es| s 3 9,88 2,60
6,5 3 11,5 8,67 5,28
8 1 11,5 0,40 6,62
8 5 11,5 7,02 5,50 8 5 11,5 3,05 5,38
8 3 3 3,50 5,76 8 3 3 22,4 1,90

Pour les tests effectués a une température de 37°C, cing conditions expérimentales ont
abouti a I'apparition d’une production de méthane avec un temps de latence le plus court de
3,3 jours pour I'expérience réalisée a une siccité de 3%, un TAN de 5 g/L et un pH de 6,5
(Expérience 8). Lors de cette expérience, la production en méthane a été de 12,0
mLCH4/gMV. Seules les conditions possédant une siccité de 20 % et/ou une concentration en
TAN de 1 g/L présentent une fermentation sans production de méthane a 37°C. Les
expériences effectuées a une température de 55°C ont montré une apparition plus
fréquente de méthane (dix expériences sur les treize réalisées). Lors de la production de
méthane a 55°C, le temps de latence lié a 'apparition de méthane le plus rapide (2,60 jours)

a été observé pour I'expérience 21 (siccité de 3 %, un TAN de 5 g/L et un pH de 6,5).

148




Chapitre lll : Optimisation de la fermentation sombre

D’aprés les résultats de I'étude, une apparition plus fréquente de méthane a donc été
observée pour une température de 55°C (10 occurrences sur les 13 conditions), par rapport
a une température de 37°C (5 occurrences sur les 13 conditions). De plus, le temps de
latence avant apparition du méthane était globalement inférieur lorsqu’une température
thermophile était appliquée (1,90 jours pour le plus rapide). Dans ce sens, |’étude de Li et al.
(2016) a en effet montré une production plus importante et plus rapide de méthane avec
des températures thermophiles (737 mLCH4 en 15 jours) que mésophiles (498 mLCH,4 en 21
jours) dans des réacteurs batchs de 0,5 L en utilisant du lisier de bovin et des déchets de
culture de champignon, le pH tamponné étant compris entre 6,15 et 6,01 [198]. Une autre
étude a montré que la vitesse de production de méthane était 1,5 fois plus rapide en
conditions thermophiles que mésophiles [199]. Cette étude a mis notamment en avant
gu’en conditions thermophiles I'étape d’hydrolyse, qui consiste a décomposer les substrats
complexes en monomeéres, était plus rapide et plus efficace (améliore le potentiel
d’hydrolyse de 37,0 a 49,2%) ce qui permet donc des cinétiques globales plus rapides. Ce
phénomene peut expliquer, dans notre étude, I'apparition plus fréquente du méthane et de
la diminution de son temps d’apparition a une température de 55°C. Concernant les
expériences effectuées a une température de 37°C, le temps avant apparition de méthane
est toujours supérieur a 3,34 jours lorsqu’il est produit. Sachant que I'hydrogéne est produit
seulement durant les trois premiers jours de fermentation, I'impact de |'apparition de
méthane sur la production d’hydrogene est donc moindre a 37°C. Ces résultats suggerent
I'importance d’un prétraitement sur l'inoculum notamment a 55°C, pour éviter le

développement des archées méthanogenes, ce qui n’a pas été effectué dans cette étude.

3.3.3.Etude de la production de métabolites suivant une
modification des conditions opératoires

Une analyse des métabolites, et notamment des AGVs, a été effectuée pour chaque
expérience en fin de fermentation (7,5 jours). La Figure 31 présente notamment le
rendement en gDCO/gMV de l'acétate, du butyrate, de I'hydrogéne et du méthane ainsi que

d’autres AGVs produits en plus faibles quantités (propionate, valerate, caproate).

D’apres cette figure, le rendement de production de métabolite le plus élevé a été observé a

une température de 37°C, a une siccité de 3%, un TAN de 3 g/L et un pH de 8. Lors de cette
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expérience, le rendement total était de 420+30 mgDCO/gMV, avec un rendement de 140+10
et 220+10 mgDCO/gMV pour l'acétate et le butyrate respectivement. Le plus faible
rendement en métabolites de 140+10 mgDCO/gMV a été observé a 55°C lorsque la siccité
appliquée était de 20%, la concentration en azote ammoniacal de 5 g/L et le pH de 6,5.
Globalement, toutes les expériences effectuées a 37°C ont produit plus de métabolites qu’a
55°C. Seule I'expérience effectuée avec une siccité de 11,5%, un TAN de 5 g/L et un pH initial
fixé a 8 a montré un rendement plus important a 55°C 280+20 mgDCO/gMV par rapport a
230+10 mgDCO/gMV a 37°C).

Dans toutes les expériences, le butyrate a été le produit majoritaire avec un ratio
Butyrate/Total metabolites €Ntre 66% observé a 55°C (siccité : 20%, TAN : 1 g/L, pH : 8) et 39%
obtenu a 37°C (siccité : 11,5 %, TAN : 3 g/L, pH : 6,5). Globalement, ce ratio varie en fonction
de la température avec un ratio moyen de 4813 % et de 56£8% pour les températures de 37
et 55°C, respectivement. Enfin, une forte variation sur la production d’acétate entre les
différentes conditions a été observée. En effet, a 55°C, le rendement en acétate produit a
été observé entre une valeur de 13+3 mgDCO/gMV (siccité : 11,5 %, TAN : 1 g/L et pH : 8) et
120+10 mgDCO/gMV (siccité : 11,5, TAN : 5 et pH : 8).

150



0.45

0.4

0.35

0.3

0.25

0.2

Rendement AGVs (gDCO/gMV)

Chapitre lll : Optimisation de la fermentation sombre

|
.

0.15 - - E — — -
0.1 —
5 = T | I
0.05 o —= — — H — } — = _ |
— l e < ==
F — =l — —— = 1_.
0
(SIS [SIRNT) (SIS (SIS [SINNT) (SIS [SIRNT) [SINNS) [SINNS) [SIRNS) [SINNS) [SINNS) [SINNS)
~ i N i ~ in ~ i N i ~ i N i N in N in N in N in ~ in N in
o n o un o n o un o un o wn o un (2] n o wn o un o wn o un o n
Siccité (%) 13l 20 4155 3 3 20 20 3 1455 44155 20 105 3
TAN (g/L) 1 3 5 3 1 1 5 5 3 1 3 5 3
pH 5 5 5 5 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5 8 8 8 8
Figure 31 : Etude de la production de métabolites suivant les différentes conditions du plan d'expérience (siccité, TAN et pH) a la température de 37 et 55°C
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La résolution de I"’équation quadratique a alors été réalisée en prenant comme réponse le
rendement en métabolites et notamment sur les acides gras volatils produits (mgDCO/gMV).
Le coefficient du centre du modele (a0) a été calculé et a permis d’obtenir une p-valeur de
3,31x10™ ce qui signifie que le résultat de I’équation est statistiquement significatif (Tableau

32).

Tableau 32 : Résultats de la résolution de I'équation du plan d'expérience sur le rendement en AGVs

Terme Coefficient Valeur Valeur-p
Centre du modele a0 0,228 Hokk
al Siccité -0,060 Hokk
o, a2 [NH4'] -0,019
Linéaire
a3 pH 0,014
a4 Temp -0,054 *kk
al:a2 0,002
al:a3 -0,012
Interaction al:ad 0,020
a2:a3 0,009
a2:a4 0,019
a3:a4 -0,008
alnr2 -0,004
Quadratique a2n2 -0,014
a3n2 0,002

*** : valeur-p < 0,001, ** : valeur-p < 0,01

D’aprés les résultats, le rendement en AGVs est significativement impacté par les
parametres siccité et température avec des valeur-p inférieure a 0,001 respectivement. En
effet, la siccité possede un impact sur le rendement en AGVs avec comme coefficient linéaire
al =-0,060 : le terme linéaire négatif signifie qu’'une diminution de la siccité va entrainer une
augmentation du rendement en AGVs. En effet, lorsqu’une siccité de 3 % est appliquée a
37°C, le rendement en AGVs est maximale avec une moyenne de 380+20 mgDCO/gMV qui
est 30% supérieure aux AGVs produits a une siccité de 11,5 et 50% supérieure au rendement
observé a 20%. D’apres ces observations et celles sur le rendement d’hydrogene, la siccité
est donc un facteur important dans le procédé de fermentation qui impacte a la fois le

rendement en hydrogéne et le rendement en AGVs.

La température est également un facteur impactant le rendement en AGVs avec un

coefficient a4 de -0,054 ce qui signifie que I'augmentation de la température va entrainer
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une diminution du rendement en AGVs. D’aprés ces derniers résultats, une température de

37°C semble donc privilégiée pour la production d’AGVs.

En utilisant les concentrations en acétate et en butyrate produits, le ratio (Bu/Ac) des
différentes concentrations en ions ont été déterminées (Figure 32) suivant les deux
températures fixées (37 et 55°C). Un ratio théorique, permettant de déterminer les voies
métaboliques utilisées pour la production d’hydrogene a également été calculé (Figure 33).
Une valeur égale a 1 indique que I'’hydrogene a été produit seulement via les voies butyrate
et acétate. Si la valeur est inférieure a 1, cela signifie qu’une partie de I'hydrogene a

potentiellement été consommée.
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Figure 32 : Etude du ratio Bu/Ac (mol/mol) pour les différentes conditions opératoires (siccité, TAN, pH) pour la température de 37 et 55°C
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D’apres la Figure 32, une forte différence est observée entre 37 et 55°C. En effet, lorsqu’une
température de 55°C est appliquée, alors le ratio Bu/Ac est supérieur a 1 et fortement
variable avec une moyenne de 1,69+1,15. De plus, une siccité a 3% a 55°C semble réduire ce
ratio avec une moyenne de 0,49+0,11. Alors qu’a 37°C ce ratio reste inférieur a 1 et stable
entre les siccités avec une moyenne de 0,66+0,17 (excepté pour I'expérience 7 et 11 avec
des ratios de 1,07 et 1,16 respectivement). Ceci met en évidence qu’a 37°C, I'acétate est

produit de facon majoritaire, alors qu’a 55°C c’est le butyrate.

Pour I'ensemble des données, les ratios H,/[2x(Bu+Ac)] présentes sur la Figure 33, a 37°C
sont faibles avec une moyenne de 0,321+0,10 montrant la forte consommation d’hydrogéne.
Ce ratio est plus élevé a 55°C (0,64+0,21) ce qui montre une plus faible consommation de
I’hydrogeéne a cette température. Ce ratio, pour les deux températures ne semble pas étre
impacté par les autres parametres ou aucune réelle tendance n’est observée. Ceci montre
gue les parameétres sélectionnés ne vont pas modifier les voies métaboliques utilisées par la
communauté microbienne mais une réduction de |'activité microbienne comme observée

sur la Figure 31.
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Figure 33 : Etude du ratio de H,/(2 x[Bu + Ac]) pour les différentes conditions opératoires (siccité, TAN, pH) pour la température de 37 et 55°C
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Ces résultats ont donc montré que le rendement en AGVs dans un réacteur de fermentation
sombre était fortement impacté par la température. Globalement, ces résultats ont mis en
avant que l'augmentation de la température était corrélée avec la diminution du rendement

en AGVs.

Cependant, l'augmentation de la production d’AGVs a une température de 37°C et
notamment de 'acétate et du butyrate aurait di étre en lien avec une augmentation du
rendement en hydrogene. Néanmoins, la quantité d’hydrogene produite était identique
pour les deux températures (26,9+6,2 et 29,5+7,8 mLH,/gMV pour la température de 37 et
55°C respectivement). Une des hypotheéses serait de dire que ce phénoméne peut étre
expliqué par la forte présence de bactéries homoacétogenes a 37°C, qui va dans ce sens
diminuer le rendement en hydrogéne et augmenter le rendement en acétate. En effet,
d’aprés le calcul du ratio (H;)/[2x(Bu+Ac)], des valeurs éloignées de 1 ont été observées et
notamment a 37 °C (0,32+0,10) ce qui suggere une forte consommation d’hydrogene par les
microorganismes. De plus, d’apres Latrille et al. (2011), certaines especes telles que les
Clostridium aceticum sont capables de réaliser la réaction d’homoacétogénese [45]. Comme
montré par Saady et al. (2013), jusqu’a 11% de I’hydrogéne produit peut étre consommé par
homoacétogénese dans un réacteur de fermentation sombre dans le but de produire de
I’hydrogéne [53]. De plus, Luo et al. (2011) ont également mis en évidence que I'activité des
bactéries homoacétogenes pouvait étre inhibée sous conditions thermophiles a un faible pH
(5,5) ce qui peut expliquer que le ratio (H,)/[2(Bu+Ac)] ait été plus élevé dans notre étude a

55°C (0,64+0,21) dont les conditions étaient proches de I'étude de Luo et al. (2011).

Dans notre cas, bien que I'homoacétogénése semble moins impacter le procédé de
fermentation a 55°C, I'efficacité globale du procédé n’en est pas améliorée comparée a la

fermentation effectuée a la température de 37°C.
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3.3.4.Evolution des communautés microbiennes en fonction des
conditions opératoires appliquées

Pour mettre en évidence la différence de communauté entre les expériences, la distance de
Bray-Curtis ou indice de dissimilarité a été calculée pour les températures de 37 et 55°C. Cet
indice permet d’évaluer les dissimilarités entre les différents échantillons : si l'indice est
proche de 1, cela signifie que la communauté microbienne entre les échantillons comparés
est similaire ; s’il est proche de 0, alors les échantillons sont dissimilaires [173]. La Figure 34
regroupe la moyenne des indices de Bray-Curtis mesuré a 37°C, ainsi qu’a 55°C sur les
différents échantillons. Enfin une comparaison entre les échantillons a 37 et 55°C a

également été effectuée.

0.9
0.8

0.5 -
0.4 -
0.3 -
0.2 -
0.1 -

Distance Bray-Curtis

37°C 55°C 37/55

Figure 34 : Comparaison de la dissimilarité entre différents échantillons aux deux températures étudiées

D’apres cette figure, on peut observer que pour les expériences réalisées a 37°C, une forte
similarité a été observée entre les échantillons avec une distance de Bray-Curtis moyenne de
0,61+0,10. Un indice de 0,46 a été observée lorsque I'on compare la communauté
microbienne des échantillons a 55°C ce qui montre une plus faible similarité. Néanmoins,
lorsque I'on compare la distance de Bray-Curtis entre les échantillons a 37 et 55°C, on
constate que celle-ci est proche de 0 (0,035+0,022) et montre une tres forte différence de
communauté entre les deux parametres opératoires. Une modification de la communauté

microbienne a donc été observée entre les deux températures.
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Un séquencage a par la suite été effectué a 37°C et 55°C afin de déterminer les
modifications d’abondance relative des communautés microbiennes présentes dans le
milieu en fonction des conditions opératoires appliquées (Tableau 33 et Tableau 34). Pour
réaliser ces analyses, nous avons sélectionné des conditions opératoires qui correspondaient
aux expériences ayant abouti a un rendement en hydrogéne élevé. C'est la raison pour
laquelle une majorité d’expérience possédant une siccité de 11,5% ont été retenue. Pour
toutes les expériences a 37°C, deux microorganismes majoritaires ont été observés
appartenant aux ordres des Clostridiales et des Enterobacteriales avec une abondance
relative moyenne de 72+7% et de 241+5% respectivement. Ce résultat est en accord avec la
littérature. En effet, Laothanachareon et al. (2014) ont montré que les espéces majoritaires
(abondance de 80%) aprés 35 heures de fermentation étaient des Clostridium spp. dans le
cas de la production d’hydrogene a partir des déchets alimentaires en conditions
mésophiles.

De plus, d’autres microorganismes ont été observés de fagons minoritaires telles que les
Lactobacillales. Concernant les Pseudomonadales, seuls 4 échantillons contenaient ce

microorganisme et les Bacteroidales ont été observés sur deux échantillons.

Tableau 33 : Abondance relative des microorganismes observés dans les expériences opérées a une température de 37°C

Siccité (%) 11,5 | 115 3 11,5 20 11,5 11,5
TAN (g/L) 1 5 3 1 3 5 3
pH 5 5 5 8 8 8 6,5
Clostridiales 71% 64% 61% 82% 74%  74% 76%
Enterobacteriales ‘ 25%  24% 33% 17%  23%  22% 22%
Lactobacillales | 2% 4% 4% 1% 3% 3% 1%
Pseudomonadales ‘ 1% 3% 2% 1%
Bacteroidales ‘ 1% 4%

Pour la température de 55°C, une plus faible diversité de la communauté microbienne a été
observée avec une forte abondance des Clostridiales autour de 91+8 % excepté pour les
conditions de siccité de 11,5%, de TAN de 5 g/L et du pH de 8 ol 'abondance relative des
Clostridiales était de seulement 76%. Pour les deux températures, les Clostridiales sont donc
les especes majoritairement présentes. Ces résultats sont en accord avec la littérature, en
effet, d’apres I'étude de Puhakka et al. (2012), les Clostridium spp. sont dominantes aux

températures de 37 et 55°C et la diversité microbienne diminue avec la température la plus
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élevée ce qui confirme nos observations [200]. Cependant, la forte différence observée a
I'aide de la distance Bray-Curtis (0,035+0,022) met en évidence que les Clostridiales qui se
développent entre les deux températures ne sont probablement pas les mémes avec

notamment des espéces thermophiles qui se sont potentiellement développées a 55°C [88].

De plus, par rapport a 37°C, de nouvelles communautés apparaissent. En effet, une
occurrence de 4% des bactéries thermophiles du genre Thermoanaerobacterium a
également été observée a 55°C (siccité : 11,5, TAN : 5 g/L, pH 8). L’étude d’Elsharnouby et al.
(2013) a déja mis en avant ces bactéries comme étant productrices d’hydrogéne et qui
permettent notamment I'hydrolyse de composés complexes (lignocellulose)[201]. De plus,
certaines Bacillales, présentes a 4% dans le consortium thermophile (siccité 11,5, TAN : 1
g/L, pH: 5), sont connues comme permettant d’hydrolyser la matiere difficilement
dégradable comme les Bacillus subtilis [39,40,55]. D’aprés ces résultats, les bactéries
propices a I'hydrolyse privilégient donc une température de 55°C comparée a 37°C. Cette
observation est en lien avec la littérature qui montre que I’hydrolyse des composés

complexes est fortement favorisée a une température thermophile [95].

Tableau 34 : Abondance relative des microorganismes observés dans les expériences opérées a une température de 55°C

Siccité (%) 11,5 | 115 3 11,5 20 11,5 | 115
TAN (g/L) 1 5 3 1 3 5 3
pH 5 5 5 8 8 8 6,5
Clostridiales 84% 97% 95% 97% 99%  76% 98%
Enterobacteriales ‘ 1%

Thermoanaerobacterales ‘ 2% 2% 4% 2% 2% 17% 2%
Bacillales | 13% 1% 1% 1% 4% 7%

3.3.5.Evaluation du biohythane théorique produit

La fermentation sombre permet de réaliser une premiere étape d'hydrolyse des substrats
complexes en composés facilement dégradables. Ces composés tels que l'acétate, le
propionate et le butyrate peuvent étre utilisés pour produire du méthane dans un second
réacteur. Dans le but de coupler un réacteur de fermentation a un réacteur de

méthanisation, les équations de transformation du propionate et du butyrate en acétate
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puis en méthane ont été utilisées afin de connaitre la production théorique de méthane issu

des coproduits de fermentation sombre (Equation 22, 23, 24 et 25).

Propionate + 3H,0 > Acétate + 3H, + 3H* (AG® = 76,1 kJ /mol) (Equation 22)
Butyrate + 2H,0 - Acétate + 2H, + 3H" (AG® = 48,1 kJ /mol) (Equation 23)
Acétate + H,0 - CH, + HCO3 (AG® = —31,0 kJ /mol) (Equation 24)
4H, + CO, - CH, + 2H,0 (4G} = —136 kJ.mol1) (Equation 25)

La Figure 35 présente la production d’hydrogene obtenue via le plan d’expérience et la
production de méthane théorique calculé a partir des équations 22, 23, 24 et 25 pour toutes

les expériences réalisées a 37 et 55°C aprées 7,5 jours de réaction.

La production de méthane théorique calculée montre une forte variabilité entre les
conditions. Globalement, la production de méthane théorique est plus élevée a 37°C avec un
maximum de 141,2 mLCH4/gMV (siccité : 3 %, TAN: 1g/L, pH 6,5) tandis que la valeur
maximale a 55°C et plus faible et a été observée a 99,1 mLCH4/gMV (siccité: 11,5, TAN: 5
g/L et pH : 8). La production d’AGVs (pour une méme durée de réaction) étant plus faible a
une température de 55°C d’apres la résolution du plan d’expérience, cela explique les

valeurs inférieures de méthane théoriques obtenues a 55°C.

De plus, la siccité joue un role sur le méthane théorique produit grace aux coproduits de
fermentation sombre. En effet, d’aprés les résultats, une augmentation de la siccité va
entrainer une baisse de la production de méthane théorique avec des valeurs de 118,6+28,4
de 95,4+18,0 et de 74,8+18,0 mLCH4/gMV pour les siccités de 3, 11,5 et 20% respectivement.
Cette observation est également en lien avec la résolution du plan d’expérience sur la
production de métabolites qui a montré un impact négatif de I'laugmentation de la siccité sur

le rendement en métabolites.

Une autre étude réalisée et présentée en annexe (Annexe IlI) a mis en évidence que la
production maximale de méthane a partir des déchets utilisés (FFOM reconstitué) était de
355,8+16,1 mLCH4/gMV ce qui met en évidence que 33, 27 et 22 % du potentiel méthane du
substrat se trouve sous forme de molécule facilement dégradable a la suite de I'étape de

fermentation suivant les siccités de 3%, 11,5% et 20% respectivement.
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En moyenne, la proportion H,/(H2+CHatneorique) €5t cOmprise entre 13% (siccité : 3% et 11,5%,
TAN: 1 et 3 g/L, pH: 6,5) et 37 % (siccité : 20 %, TAN : 5g/L, pH 6,5) a la température de
37°C. A cette température, la moyenne de la proportion de H,/(Hy+CHathéorique) @ €té
observée a 2418 %. Alors qu’a une température de 55°C, le ratio a été observé entre 21 %
(siccité: 11,5%, TAN : 5g/L, pH: 8) et 45 % (siccité : 20%, TAN: 3g/L, pH: 8) avec une

moyenne de 36110 % en lien avec la faible valeur de méthane théorique calculée.

D’apres le calcul de la production de méthane théorique, I'amélioration de la production de
métabolites a 37°C comparé a 55°C va permettre de produire rapidement une plus grande
quantité de méthane avec un ratio Ha/(H2+CHathsorique) Plus faible. La premiére dégradation
du substrat se produisant dans le réacteur de fermentation pourrait également permettre
d’améliorer le procédé de méthanisation notamment au niveau de la vitesse de production
de méthane. En effet, Liu et al. (2006) ont montré que le rendement en méthane était
supérieur dans un procédé en deux étapes comparé a un procédé a une étape lorsque le
temps de séjour dans le réacteur de méthanisation était fixé a 15 jours. Dans cette étude, le
rendement en méthane était amélioré de 21% dans des conditions mésophiles en utilisant
des déchets ménagers comme substrat [72]. Cette étude a mis en avant une meilleure
efficacité de dégradation du substrat dans un procédé en deux étapes (86 %) comparé a un
procédé unique de méthanisation (79,3 %), pour un temps de réaction donné. Nasr et al.
(2012) ont également observé une augmentation de 18,5% du rendement global d’énergie
avec un procédé de production de biohythane utilisant des résidus de distilleries comme
substrat sous une température mésophile [168]. Cette amélioration est liée a augmentation
de la vitesse de production de méthane et de dégradation de la matiere organique
(3,8810,26 mLCHa/heure et 333 mLCH4/gCODysgraqe) cOMparé a un méthaniseur classique
(2,82+0,16 mLCH4/heure et 268 mLCH4/gCODgy¢grade) pour un temps de réaction de 104 jours.
En conclusion, ces auteurs ont montré que 1 L de résidu de distillation dans un réacteur de
méthanisation de type continu produisait 38,5 L de méthane alors que la méme quantité de
substrat dans un réacteur a deux étapes pouvait produire 19,5 L d’hydrogene et 38,7 L de

méthane.

Dans notre étude, une siccité fixée a 11,5 % permettrait ainsi de produire théoriquement

95,4+18,0 mLCH4/gMV via les métabolites produits lors de la fermentation sombre. Ce qui
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correspond a environ 27 % du potentiel méthane de la fraction fermentescible des ordures

ménageres issu du MODECOM de Trifyl.
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37°C 28 25 32 17 13 24 37 16 13 29 22 26 32
Ha/(Hy+CH,)
55°C 40 44 43 27 18 38 45 26 28 39 45 21 39
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Figure 35 : Production de biohythane a partir de I'hydrogéne mesuré expérimentalement et du méthane théorique calculé a la suite des métabolites produits pour les différentes conditions opératoires a 37

et 55°C
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3.4. Conclusion

Le plan d’expérience utilisé a mis en évidence que le procédé de fermentation sombre
utilisant les ressources de Trifyl a savoir le lixiviat et des déchets reconstitués issus du
MODECOM caractérisant la FFOM collecté par Trifyl présentait une grande robustesse. En
effet, les conditions opératoires telles que le pH initial et la température (dans les gammes
testées) n’ont pas eu d’impact significatif sur le rendement en hydrogene. De plus, le lixiviat
de Trifyl posséde une concentration en azote ammoniacal de 4,0+0,8 g/L qui se situe dans la
plage de fonctionnement optimale. Seule la siccité a été identifiée comme un parametre
impactant fortement le rendement en hydrogene : ce parametre est donc a prendre en
compte pour la réalisation d’un procédé de fermentation sombre. En effet, pour permettre
une production optimale d’hydrogéne, la siccité doit étre aux alentours de 11,5 %. Une
siccité supérieure peut étre appliquée (jusqu’a 20%), en fonction de contraintes industrielles,

mais avec une baisse moyenne de rendement de prés de 27%.

Enfin, concernant la température de réaction, bien que le rendement en hydrogene soit

proche pour des températures de 37 et 55°C, plusieurs différences peuvent étre soulignées :

1) L’analyse microbiologique montre qu’une majorité de Clostridiales a été observée
dans les deux températures ce qui met en évidence que les conditions opératoires
fixées créent un environnement favorable pour le développement de bactéries
productrices d’hydrogenes.

2) Une absence de traitement sur le lixiviat en amont de la fermentation peut
engendrer le développement des archées méthanogenes. La production de méthane
lige a la croissance d’archées méthanogénes peut altérer le rendement en
hydrogene. La présence de méthane est principalement observée a 55°C qui présente
de fortes probabilités d’apparition pour des temps de réaction trés courts (jusqu’a
seulement 1,90 jour). Pour limiter ce phénomene, il est donc plus intéressant
d’opérer la fermentation a 37°C. De plus, cette observation met en évidence
I'importance d’un traitement sur I'inoculum afin de sélectionner les microorganismes

sporulants et éliminer les archées méthanogenes.
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3) Concernant le rendement en AGVs, celui-ci est favorisé a faible siccité et a
température de 37°C. En effet, une nette diminution du rendement de production
d’AGVs a été observée lorsque la température de 55°C était appliquée ce qui met en
évidence que le lixiviat utilisé est sensible a la température de fermentation. Dans
I'optique de créer un procédé a deux étapes pour la production de biohythane, un
rendement élevé en composés plus facilement dégradables (AGVs) permettant
d’améliorer I'efficacité dans le réacteur de méthanisation doit également étre pris

en. La température de 37°C est donc également a privilégier.

D’aprés cette étude, les conditions idéales pour optimiser un procédé de fermentation
sombre, en utilisant les ressources de Trifyl (lixiviat et FFOM reconstitués) sont donc une
température de 37°C avec une siccité aux alentours de 11,5 %. De plus, une variation du pH
initial dans une gamme de 5 a 8 n’a pas d’'impact significatif sur rendement en hydrogéne.
Enfin, d’aprés les caractéristiques du lixiviat, I'azote ammoniacal présent dans le lixiviat

initial se situe proche de la concentration propice a une forte production d’hydrogene.
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4. Modification de la composition du substrat sur la fermentation
sombre

Outre les parametres précédemment étudiés, la composition du déchet peut également
impacter la production d’hydrogeéne. D’apres la reconstitution de la fraction fermentescible
des ordures ménageres, 44% de cette ressource correspond a des déchets alimentaires et
56% a des déchets de type papiers, cartons et déchets de jardin. Or, les déchets alimentaires
sont caractérisés par un fort potentiel de production d’hydrogene. En effet, les déchets
alimentaires sont globalement composés d’éléments relativement faciles d’acces pour les
microorganismes. En effet, d’aprés la littérature, ce type de déchets tels que la salade, le
chou, les carottes, les pommes de terre ou le riz, présentent des potentiels hydrogéne élevés
(50, 62, 71, 106 et 134 mlH,/gMV respectivement) [55]. Globalement, une étude a montré
gue le potentiel hydrogéene augmentait en suivant l'ordre: déchets alimentaires > déchets

agricoles > déchets d’élevage [57].

Les déchets de type papiers, cartons et déchets de jardin sont caractérisés comme des
substrats plus complexes composés notamment d’éléments de type lignocellulose. Les
composés contenant une forte proportion en matiere lignocellulosique (par exemple, les
végétaux, le bois, la paille) sont régulierement cités comme produisant une faible quantité
d’hydrogeéne car ils posseédent une structure limitant I'accessibilité de la cellulose et de
I’hémicellulose pour les microorganismes [54]. Par exemple, il a été référencé un faible
potentiel hydrogéne pour la paille de blé, de mais ou de I'herbe (1-68, 3-57 et 6-16
mLH,/gMV respectivement). Ces déchets a faible potentiel en hydrogéne, dont la
composition est proche de celle du papier et du carton utilisés dans cette étude, peuvent
néanmoins faire dans notre cas I'objet d’autres valorisations comme la valorisation de

matiere (recyclage) ou énergétique par voie thermique (CSR, incinération...).

L’objectif de cette étude sera donc d’étudier I'impact d’'une modification de la composition
du substrat sur le rendement en hydrogene et notamment les composés de type papiers,
cartons et déchets de jardin afin d’étudier la pertinence de la présence de ce type de

déchets dans un réacteur de fermentation.
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4.1. Déroulement de I'étude

Lors de cette étude, des tests ont été effectués dans des réacteurs fermés de type batch de
volume total de 500 mL. Une série de 64 réacteurs a été opérée lors de cette étude. La
température a été fixée a 37°C, sans régulation du pH et le lixiviat a été préalablement traité
thermiquement (90°C pendant 30 min) pour éviter le développement des microorganismes
consommateurs d’hydrogene. Comme expliqué dans le Chapitre 2 « Matériel et Méthodes »
et afin d’étudier I'effet des déchets de types papiers, cartons et déchets de jardin (appelés
dans la suite du document déchets « PCJ »), différentes quantités en PCJ ont été introduites
dans chaque réacteur (0, 8,9, 17,7, 26,2, 35,0 et 43,8 g). Ces quantités correspondent a une
proportion de 0%, 21%, 35%, 44%, 51% et 56% de PCJ dans la fraction fermentescible des
ordures ménageres. Les tests a 56% de déchets PCJ correspondent aux proportions réelles
utilisées lors de la reconstitution de la fraction fermentescible des ordures ménageres issues
du MODECOM de Trifyl. Un blanc, composé uniquement de déchets PCJ, a été réalisé pour
évaluer le potentiel hydrogéne de celui-ci. La siccité dans les réacteurs a été fixée a 15% :
bien que d’apres I'étude précédente, la siccité optimale a été observée a 11,5%, un
compromis a été effectué entre les conditions réalisables a I’échelle industrielle et les
conditions optimales. En effet, une faible siccité entraine un colt supplémentaire du
procédé. La siccité de 15% a donc été fixé car cette valeur reste proche de la condition

optimale et permet de s’orienter vers un réacteur type voie solide (ou semi-solide).

Une mesure de la conductivité et du pH, ainsi qu’'une analyse des métabolites ont été
effectuées avant et a la fin de chaque expérimentation. La production d’hydrogene a été

suivie par micro-GC toutes les 4 heures.
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4.2. Résultats de la modification de la composition du substrat
sur la fermentation sombre

4.2.1.Modification de la composition du substrat sur le
rendement en hydrogéne

Dans I'ensemble des conditions testées, aucune production de méthane n’a été observée.
Ainsi les variations de production d’hydrogene n’étaient pas liées a sa consommation par les
archées méthanogéenes. Le Tableau 35 présente les résultats de la production d’hydrogéne
sur les différentes proportions en PCJ dont les expériences ont duré jusqu’a une absence
d’hydrogene soit en moyenne 7,5 jours. D’aprés le Tableau 35, le rendement le plus faible a
été observé pour le témoin sans ajout de déchets alimentaires (Blanc) avec une valeur de
0,5%0,5 mLH,/gMV. Cela s’explique par le fait que ces types de déchets (papiers et cartons)
sont notamment composés de fibres lignocellulosiques végétales (chaines linéaires de
molécules de glucose) et le fait que ce déchet se présente sous forme de polymére, sa
dégradation est plus lente. En effet, comme observé par Chatellard et al. (2016) un temps
latence de la production d’hydrogene est d’environ 12,1+0,5 jours lors de I'utilisation de la
cellulose comme substrat [82]. En présence de ce genre de composé, les différentes études
utilisent une étape de prétraitement telle que I'hydrolyse acide afin de rendre plus
accessible le substrat [205]. Dans les conditions expérimentales utilisées dans cette étude
(durée d’environ 7,5 jours), ce type de déchets ne permet donc pas de produire de
I’hydrogene. De ce fait, lors de cette étude et afin d’observer I'effet réel de la modification
de la composition du substrat sur le rendement en hydrogéne, seule la matiére volatile (la
matiére dégradable) des déchets alimentaires (appelé biodéchet) a été prise en compte dans

le rendement en hydrogene calculé.
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Tableau 35 : Résultats de la production d'hydrogéne en termes de rendement (mLH,/gMV), de temps de latence (heures)
et de cinétique (mLH,/gMV/h) pour les différentes proportions en PCJ ajoutées dans le substrat

Temps de
Rendement H, latence Cinétique H,
(mLHZ/gMVbiodéchet) HZ (mLHZ/gMVbiodéchet/h)
(heures)

0% 15,7+7,9 6,8+4,0 0,53+0,30
21% 42,9+16,4 17,4+6,7 0,6620,43
35% 46,5+14,4 16,3+11,1 0,57+0,27
44% 48,0+18,1 15,3+8,8 0,65z0,29
51% 44,1+10,5 18,2+111 0,84z0,47
56% 40,8+10,4 15,345,4 0,84+0,46
Blanc 0,5+0,5 16,6+2,3 0,01+0,01

Pour l'expérience réalisée avec uniquement des déchets alimentaires (sans PCJ), un
rendement H, de 15,7+7,9 mLH2/gMVypiodechet @ €té observé. Néanmoins, lorsque les déchets
alimentaires sont mélangés a des déchets PCJ, alors une augmentation significative du
rendement a été observé quelle que soit la proportion de déchets PCJ ajoutées (valeur-p :
0,0003). Globalement, les rendements en hydrogene observés sur les expériences possédant
des déchets de types PCJ sont tous statistiquements identiques d’aprés une analyse des
variances, et ce quelle que soit la proportion présente, avec un rendement moyen de 44+14

mMLH2/8MVyiodéchet-

D’un point de vue du temps de latence avant apparition d’hydrogene, une valeur moyenne a
été observée a 16,5+1,1 heures pour toutes les expériences a I'exception du test sans ajout

de déchets PCJ (0 %) dont le temps de latence en hydrogéne a été obtenu a 6,8+4,0 heures.

Concernant la vitesse maximale de production d’hydrogene, I'analyse de variance n’a pas
montré de différence significative entre les différentes expériences (valeur-p : 0,52) hormis
pour les tests contenant seulement du PCJ (Blanc). La cinétique maximale moyenne lors des

différentes expériences a été observée a 0,68+0,39 mLH,/gMVpiodechet/h.

D’aprés I'ensemble des résultats de cette étude, et méme si les déchets de types papiers,
cartons et déchets de jardin ont un potentiel nul de production d’hydrogéene, ils jouent un
réle majeur dans la stabilisation de la fermentation sombre. En effet, I'ajout de PCJ dans le
milieu va améliorer le rendement d’hydrogene de 72% en moyenne quelle que soit la

proportion en PCJ utilisée. En digestion anaérobie (méthanisation), Fonoll et al. (2016) a
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également montré I'impact positif de I'ajout d’une proportion des déchets de types papiers,
cartons dans les FFOMs. En effet, une proportion en déchets papiers et cartons de 15 et 30%
dans la FFOM n’avait pas d’'impact sur le rendement en méthane. Cependant lorsqu’aucun

déchet de ce type n’est ajouté, alors le rendement en méthane était réduit de 15% [182].

La Figure 36 correspond une représentation de la distribution statistique du pH final du
milieu de fermentation en fonction des différentes proportions en déchets PCJ. Cette figure,
en boite a moustache permet de présenter la médiane (il existe autant de valeurs
supérieures qu’inférieures a cette valeur), les bords inférieurs et supérieurs du rectangle
représentant les quartiles. Le quartile inférieur signifie qu’un quart des expérimentations ont
eu des valeurs plus petites, et le quartile supérieur qu’un quart ont des valeurs plus grandes.

La bande supérieure et inférieure représente les valeurs extrémes observées.
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Figure 36 : pH final observé par rapport a la quantité de déchets flottants dans les déchets ménagers reconstitués
Le pH initial n’étant pas régulé, il est grandement influencé par le pH du lixiviat qui était de
9,0+0,2 lors de cette étude. Lorsqu’aucun déchet PCJ n’est ajouté, le pH final du milieu est
de l'ordre de 4,60,3 alors que lorsque des déchets PCJ sont ajoutés, des valeurs proches de
6,210,2 ont été observées quelle que soit la proportion en PCJ. L'expérience sans déchets
alimentaires (Blanc) a également obtenu une valeur proche des expériences contenant

différentes proportions en PCJ (6,13).
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D’aprés ces résultats, on remarque que les déchets de types PCJ vont permettre de
maintenir le pH a une valeur propice a la production d’hydrogene et donc augmenter la
production d’hydrogene. Ce résultat met en évidence que les déchets de types PCJ
permettent vraisemblablement d’éviter une chute de pH trop importante qui pourrait
favoriser la production de lactate et donc engendrer un faible pH du milieu. Les PCJ
permettent donc d’aboutir a un pH optimal permettant de favoriser la production
d’hydrogene. En effet, un pH trop faible entraine une diminution importante de Ia
production d’hydrogene. D’apres I'étude réalisée par De Gioannis et al. (2014) dans un
fermenteur sombre portant sur la production d’hydrogéne a partir de déchets industriels
(fromage), si le pH était inférieur a 5,5, aucune production d’hydrogéne n’a été observée
[98]. De plus, cette étude a mis en évidence que le pH optimal pour une production
maximale d’hydrogene était compris entre 6,0 et 6,5. Dans un réacteur batch utilisant du
glucose comme substrat, I'étude de Li et al. (2008) a également montré une production

d’hydrogene plus faible lorsque le pH initial était de 5,0 [96].

Les mesures de conductivité finale effectuées sur 'ensemble des conditions expérimentales
montrent une valeur moyenne de 24,2+5,5 mS/cm, et une valeur maximale de 32,9 mS/cm.
Ce niveau se situe en dessous du seuil d’inhibition reporté précédemment. Par conséquent,
la force ionique n’est pas la cause de la différence observée sur le rendement en hydrogene
entre I'expérience contenant seulement des déchets alimentaires et ceux avec des déchets

PCl.

4.2.2.Impact de la modification de la composition du substrat
sur la production de métabolites

L'analyse de tous les métabolites produits a été effectuée en fin d’expérimentation (7,5
jours), et est présentée sur la Figure 37. Lors de cette étude, I'expérience dont le substrat est
composé seulement des déchets de types PCJ (Blanc) n’a pas été échantillonnée car le faible
volume de lixiviat utilisé (64 mL) afin de correspondre aux conditions fixées (siccité de 15 %)
a été absorbé dans sa totalité par les déchets de type papiers et cartons qui possedent un
fort pouvoir absorbant. De plus lors de ces analyses, et comme effectué dans le paragraphe

précédent du fait de la faible dégradation des déchets PCJ, seulement la matiére volatile
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provenant des déchets alimentaires a été utilisée pour calculer les rendements en

métabolites produits.
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Figure 37 : Etude de la production de métabolites suivant les différentes proportions de PCJ (0%, 21%, 35%, 44%, 51% et
56%) dans le substrat

D’aprés la Figure 37, la production la plus faible en métabolites a été observée pour
I'expérience sans déchets PCJ avec une valeur de 12020 mgDCO/gMV. Lors de ce test, une
importante production de lactate a été observée qui a été le produit majoritaire de cette
fermentation (3622 mgDCO/gMV) ce qui représente 60 % de la production totale de
métabolites. Le lactate est un métabolite intermédiaire dont les voies réactionnelles utilisées
pour sa production ne sont pas productrices d’hydrogene. Outre le fait que sa voie de
production soit concurrente a la production d’hydrogéne, les especes telles que
Lactobacillus, productrice de lactate, ont également tendance a sécréter des bactériocines
dans le milieu qui peuvent étre stressantes pour les clostridies et engendrer une
modification des voies réactionnelles avec une diminution de la production d’hydrogene. En

effet, I'étude de Gioannis et al .(2014) a montré qu’une absence d’hydrogéne a été observée
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lorsque une forte concentration en lactate était produite a faible pH (5,5) dans un réacteur

de fermentation [98].

Une augmentation de la production totale des métabolites a par la suite été observée avec
I’ajout de déchets PCJ avec un maximum a 250+10 mgDCO/gMV pour I'expérience dont la
proportion en PCJ était de 35%. D’apres une ANOVA, le rendement de métabolites est stable
pour les expériences contenant de 35 a 56 % de PCJ (p-valeur = 0,05) avec une moyenne de
2401£10 mgDCO/gMV. Lors de ces expériences les métabolites majoritaires ont été I'acétate
(453 mgDCO/gMV), le butyrate (81+11 mgDCO/gMV) et I’éthanol (557 mgDCO/gMV). Une
étude a mis en avant que les types de fermentations caractérisées par le type de métabolite
majoritaire produit sont corrélés notamment au pH de la solution [206]. En effet, une
fermentation de type butyrique correspond a une production majoritaire de butyrate et
d’acétate est observée a un pH supérieur a 6, une fermentation de type éthanol correspond
a une production majoritaire d’éthanol est quant a elle observée a un pH inférieur a 4,5.
Cette étude a mis en évidence que la fermentation de type éthanol permettait une
production optimale d’hydrogéne. Curieusement, dans notre étude, I’éthanol est produit de
fagon majoritaire lorsque le pH de la solution est au-dessus de 6 avec une répartition quasi
similaire entre les trois métabolites majoritaires. L’étude de Chen et al. (2015) a mis en avant
gu’il était possible d’obtenir un mélange du type de fermentation avec une production
importante en acétate, butyrate et éthanol avec comme produit majoritaire I'acétate dans
un réacteur de fermentation a un pH compris entre 4,2 et 4,7 [207]. Dans notre cas, d’apres
I'analyse des métabolites, la fermentation réalisée lorsque des déchets PCJ sont ajoutés
s’apparente fortement a un mélange du type de fermentation bien que le pH soit favorable
pour une fermentation de type butyrate. Une apparition de propionate a également été

observée seulement dans cette gamme de proportion en PCJ (35 a 56%).

La présence des déchets de types papiers, cartons et déchets de jardin va donc avoir un
impact sur la production totale de métabolites. En effet, I'ajout de PCJ va entrainer une
modification des métabolites produits avec comme produits majoritaires présents dans ces

conditions 'acétate, le butyrate et I'éthanol.
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4.2.3.Analyse des produits issus de la fermentation pour la
production de biohythane

L’analyse des métabolites a permis de calculer le ratio Bu/Ac et le ratio H,/[2x(Bu+Ac)]
(Tableau 36). De plus, le méthane théorique a également été calculé via I'équation de
transformation de I'acétate, du butyrate et du propionate en méthane (Equation 22, 23, 24
et 25). Ce calcul a également pris en compte la quantité d’éthanol et de lactate produit

d’aprés les équations 26 et 27.

Lactate + 2H,0 - Acétate + 2H, + 3 HCO; + H* (AG® = —3,9 kJ /mol) (Equation 26)

Ethanol + 2H,0 - Acétate + 2H, + H* (AG° = 9, 6 kJ /mol) (Equation 27)

Tableau 36: Calcul des ratios Bu/Ac, H,/(2x[Bu+Ac]) et Hp/(H2+CHatheorique) POUF les expériences contenant différentes
proportions en PCJ dans le milieu de fermentation

Ha/(2x[Ac+Bu]) | H2/(H2#+CHathéorique)
Bu/Ac (mol) (mol/mol) %) 4
0% 0,83 0,86 25
21% 0,44 0,83 46
35% 0,75 0,75 41
44% 0,66 0,83 44
51% 0,58 0,82 43
56% 0,92 0,78 46

D’apres le Tableau 36, un ratio Bu/Ac élevé a été observé dans les expériences contenant 0%
et 56 % de PCJ avec des valeurs de 0,83 et 0,92 respectivement ce qui met en avant une
production proche entre le butyrate et 'acétate. Pour les autres expériences, I'acétate est
produit de facon plus importante que le butyrate avec un ratio allant de 0,75 avec 35 % de

PCJ et jusqu’a un ratio Bu/Ac de 0,44 pour 'expérience contenant 21 % de PCJ.

De maniére intéressante, le ratio H,/(2x[Ac+Bu]) reste stable entre chaque expérience avec
une moyenne de 0,81+0,04 ce qui est en accord avec les rendements stables en hydrogene
observés avec I'ajout des déchets PCJ avec une moyenne de 44114 mLH,/gMV. Cependant la
valeur du ratio inférieure a 1 met en évidence une consommation de I’hydrogéne. Aucune
production de méthane n’a été observée lors de cette étude, la consommation d’hydrogene
peut donc potentiellement étre causée par I'lhomoacétogénese, ce qui est corrélé avec une

forte production d’acétate et un ratio Bu/Ac inférieur a 1.
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Le ratio Hy/(H+CHathéorique) @ également été calculé pour les différentes proportions en
déchets de types PCJ. D’apres ce calcul, le ratio a été observé a une valeur de 25 %
lorsqu’aucun déchet de type PCJ n’a été ajouté au substrat. Puis, I'ajout de PCJ va améliorer

ce ratio avec une moyenne qui a été observée a 44+2%.

La Figure 38, permet de mettre en évidence la production totale (mL/gMV) d’hydrogéne et
de méthane théorique calculé suivant les métabolites produits lors de la fermentation
sombre. D’apres cette Figure, I'ajout de PCJ dans le milieu de fermentation permet
d’augmenter la production de biohythane. En effet sans ajout de PCJ, la production totale
théorique de biogaz a été calculée a 15,7 mLH,/gMV pour I'hydrogéne et 38,1 mLCH4/gMV
pour le méthane théorique alors que I'ajout, méme d’une faible quantité de PCJ (21%), va
entrainer une amélioration de la production d’hydrogéne et de méthane théorique de 42,9

et 55,5 mL/gMV respectivement.

De plus, d’apres cette Figure, 'augmentation de la proportion en déchets PCJ dans le milieu
de fermentation ne va pas améliorer la production de méthane théorique qui reste
statistiguement identique (58+3mLCH4/gMV) et qui est corrélée avec la production de

métabolite observée sur la Figure 37.
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Figure 38 : Production de biohythane pour les différentes expériences contenant plusieurs proportions en PCJ dans le
substrat
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4.3. Conclusion

Cette étude a permis de mettre en avant I'impact positif lié aux déchets de types papiers,

cartons et déchets de jardin sur la fermentation sombre.

En effet, tout d’abord, le faible pH observé sans ajout de déchets PCJ est corrélé avec une
forte production de lactate et une diminution importante de la production d’hydrogene.
Cependant, I'ajout de PCJ va permettre de stabiliser le pH autour de 6,2+0,2 qui, d’apres
I'étude précédente, est dans une gamme idéale pour la production d’hydrogene. Ces
déchets jouent donc un réle important notamment en évitant vraisemblablement une chute
de pH favorisant la production de lactate et permettent de rester dans une gamme de pH

optimale pour la production d’hydrogene.

De plus, I'apport des déchets PCJ dans le milieu a permis d’améliorer la production de
métabolites (240+10 mgDCO/gMV) avec un mélange de types de fermentation butyrate et

éthanol propice a la production d’hydrogéene.

Globalement, pour un procédé de fermentation sombre robuste, il est nécessaire d’apporter
une proportion en PCJ d’au moins de 21% dans la fraction fermentescible des ordures
ménageres. Une quantité plus importante en PCJ ne va pas impacter la fermentation sombre

dans son ensemble.
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5. Conclusion de I'optimisation de la fermentation sombre dans le but
de créer un procédé a deux étapes pour la production de
biohythane

Au cours de ce chapitre, il a été montré que le rendement d’hydrogene par voie fermentaire
en culture mixte était clairement influencé par de nombreux facteurs physico-chimiques. En
effet, chaque facteur étudié (azote ammoniacal, force ionique, température, pH, siccité,
composition des déchets) a permis d’évaluer I'impact qu’ils pouvaient avoir sur le procédé
de fermentation sombre. Dans le but de réaliser un procédé industriel de production de
biohythane, I'optimisation de la fermentation sombre doit étre étudiée soigneusement afin
d’améliorer de fagon conséquente le rendement en hydrogene et en métabolites produits

tout en réduisant au minimum le colt de production.

Durant la premiere étude, il a été démontré que la force ionique du milieu de fermentation
jouait un réle important sur l'inhibition de la production d’hydrogene. Contrairement a ce
qui est généralement étudié, nous avons montré que I'ensemble des ions pouvaient jouer un
réle global sur I'inhibition de I'activité microbienne. De plus, afin de faciliter cette analyse au
niveau industriel, nous avons mis en évidence que la conductivité était un moyen facile et
peu colteux pour identifier cette inhibition. Un seuil critique d’inhibition de la production
d’hydrogéne correspondant a une baisse du rendement de 50% a été détecté a 55,6 mS/cm,
permettant ainsi de suivre et d’anticiper I'état de fonctionnement du réacteur de

fermentation.

A l'aide d’un plan d’expérience, une deuxieme étude a permis de connaitre la gamme des
conditions opératoires a fixer pour optimiser le rendement en hydrogéene et en métabolites.
Cette étude a mis en évidence que, sur les différents facteurs étudiés (température, pH, TAN
et siccité) dans les gammes fixées, seules la siccité et la concentration en azote ammoniacal
avaient un impact significatif sur le rendement en hydrogéne. Pour une production
d’hydrogéne optimale, il a été montré qu’une siccité et une concentration en azote
ammoniacal aux alentours de 11,5% et 5 g/L devaient étre initialement fixées. La
concentration initiale en azote ammoniacal dans le lixiviat étant de I'ordre de 4,0+0,8 g/L,
cela permet donc d’étre dans une gamme privilégiée pour un rendement optimal

d’hydrogene. Il a également été montré une forte robustesse du procédé vis-a-vis du pH
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initial, avec un rendement en hydrogéne identique pour un pH initial de 5, 6,5 ou 8
notamment causé par une chute rapide du pH aux alentours de 5,5 quel que soit le pH initial
fixé. Concernant la température, le plan d’expérience n’a montré aucune différence sur le
rendement en hydrogene. Cependant, a 55°C une forte probabilité de production de
méthane a été observée. De plus, I'analyse des AGVs produits a mis en évidence qu’une
diminution de la production de métabolites est en lien a une augmentation de la
température de fermentation. Une température de 37°C est donc privilégiée pour un

meilleur rendement en AGVs.

Enfin, la troisieme étude a permis de montrer que la proportion de déchets de types papiers,
cartons et déchets de jardin dans la fraction fermentescible des ordures ménagéres (21, 35,
44, 51 et 56%) ne permettait pas d’augmenter directement le rendement en hydrogéne mais
jouait un réle de tampon afin de stabiliser le pH autour d’une valeur propice a la production
d’hydrogeéne 6,210,2. En effet, sans ce type de déchets dans I'alimentation, le pH de Ila
solution chute (4,610,3) et une production importante de lactate est observée causant un
faible rendement en hydrogene. Le calcul du biohythane produit grace au procédé de
fermentation sombre a montré une valeur moyenne a58+3mLCH,/gMV avec un

HZ/(H2+CH4théorique) de 44+2%.

Lors de ces différentes études, I'analyse des résultats a montré que I’hydrogéne pouvait
potentiellement étre consommé par le phénomene d’homoacétogénese. En effet, en
moyenne, les ratios H,/(2x[Bu+Ac]) pour les conditions optimales de la fermentation sombre
ont été observés a 0,38+0,17 ce qui nous fait penser qu’une partie de I'hydrogene est
consommée. Cependant, ce phénomene a relativement peu d’'impact au final car I'acétate
potentiellement produit va permettre, a terme, de produire rapidement du méthane dans

un second réacteur.

Les conditions opératoires optimales ayant été étudiées, il est néanmoins nécessaire
d’intégrer ce réacteur de fermentation dans un procédé plus complet, se rapprochant du
procédé a deux étapes pour la production de biohythane. Dans cette optique, le chapitre
suivant va consister a étudier la robustesse et la stabilité du procédé de fermentation dans

un contexte de couplage.
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Chapitre IV : Robustesse et stabilité du procédé de
fermentation dans le cadre d’un couplage avec un
réacteur de méthanisation
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1. Problématique et objectif du chapitre

Dans I'objectif de réaliser un procédé de production de biohythane a I'échelle industrielle, le
procédé de fermentation doit étre étudié dans sa globalité. Dans ce sens, une étude plus
poussée du procédé de fermentation en prenant en compte notamment la recirculation de

I'effluent a été mise en ceuvre et est présentée dans ce chapitre.

En effet, la recirculation de 'effluent dans le réacteur de fermentation permettrait un apport
d’eau ainsi que d’'une communauté microbienne adaptée au substrat pour une production
optimale d’hydrogéne. L'étude de Zhang et al., (2007) a notamment montré le bénéfice de la
recirculation d’effluents issus d’'un méthaniseur sur un réacteur d’hydrolyse, qui permettait
d’améliorer I'activité des enzymes excrétées par les microorganismes hydrolytiques [86].
Cependant, la recirculation de l'effluent peut également entrainer I'accumulation de
plusieurs composés inhibiteurs, comme les AGVs de divers ions ou encore le développement
de  microorganismes consommateurs d’hydrogéne (homoacétogenes, archées
méthanogenes). Concernant la présence d’archées méthanogenes, celle-ci a déja été révélée
dans le chapitre précédent et nous incite a penser qu’une recirculation de I'effluent peut
favoriser la consommation de I’hydrogéne accumulé. Dans cette partie, la sélection d’un
traitement thermique optimal dans un procédé de recirculation de I'effluent a été étudiée
en essayant de trouver un compromis entre I'efficacité du traitement thermique et le co(t

d’un tel traitement.

De plus, le changement d’échelle peut étre un facteur limitant la production d’hydrogene
notamment en lien avec la configuration du réacteur. En effet, la variation I'espace de téte
ou le moyen de réguler la pression dans le réacteur et notamment la pression partielle en
hydrogene peut entrainer une diminution de la production d’hydrogene [208]. La
modification de la configuration du réacteur est donc un facteur a prendre en compte pour

passer d’'une échelle laboratoire a une échelle pilote puis industrielle.

Ce chapitre va donc s’intéresser dans une premiere partie, a I'étude de la recirculation de
I'effluent dans le réacteur de fermentation avec une attention particuliere sur le traitement

thermique et la stabilité du procédé dans le temps. Une deuxieme étude sera présentée

182



Chapitre IV : Robustesse et stabilité du procédé de fermentation sombre

dans ce chapitre consistant a observer I'impact d’'un changement d’échelle sur la production

d’hydrogéne et notamment via la configuration du réacteur.
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2. Etude de la recirculation de I'effluent afin de réaliser des
fermentations successives

2.1. Problématique et objectif

Le chapitre précédent a permis de déterminer les conditions opératoires optimales pour la
production d’hydrogene. Dans I'optique d’optimiser la production de biohythane dans un
systéeme en 2 étapes, le procédé de fermentation choisi a d( étre étudié dans sa globalité
(voir Figure 39): Dans ce mode de fonctionnement, le lixiviat issu de la percolation des
bioréacteurs (digestion anaérobie) sur l'installation de Trifyl est introduit dans un réacteur
de fermentation avec des déchets ménagers frais. A la fin de la fermentation, la fraction
solide « prétraitée » est séparée de la fraction liquide (effluent). L'effluent subit alors une
recirculation pour étre réutilisé dans un nouveau cycle de fermentation. L'effluent est ainsi
récupéré puis mélangé avec du lixiviat afin d’ajuster le volume total pour atteindre la siccité
désirée dans le réacteur, et le tout est réintroduit dans le fermenteur avec de nouveaux

déchets ménagers.
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Figure 39 : Schéma du procédé de fermentation possédant une boucle de recirculation de I'effluent
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Recirculer de la fraction liquide (effluent) récupérée lors de I'étape de fermentation pour
démarrer le batch suivant présente de nombreux avantages: En plus de la nécessité
d’apporter une phase liquide aux déchets frais afin d’assurer une siccité optimale, la
recirculation de I'effluent permet d‘une part de sélectionner peu a peu des microorganismes
fermentaires et hydrolytiques adaptés au substrat et, d’autre part, d’ajuster le pH pour
stabiliser la production d’hydrogene dans le temps. Dans la littérature, la recirculation de
I'effluent dans le réacteur de fermentation a déja été rapporté comme bénéfique. Zhang et
al. (2007) ont montré que la recirculation d’effluents issus d’'un méthaniseur sur un réacteur
d’hydrolyse permettait d’améliorer I'activité des enzymes excrétées par les microorganismes
hydrolytiques [86]. L'étude de Bilgili et al. (2007) a montré quant a elle que la recirculation
du lixiviat pouvait permettre d’ajuster le pH et d’accélérer le taux de dégradation du substrat
de type FFOM dans un méthaniseur [209]. Zuo et al. (2013) ont également mis en avant le
bénéfice d’'un procédé de recirculation de I'effluent issu d’'un réacteur de méthanisation

dans un fermenteur pour améliorer la productivité en hydrogene et réguler le pH [210].

Cependant, la recirculation de I'effluent peut aussi entrainer I'laccumulation de plusieurs
inhibiteurs au cours des cycles. En effet, le processus de fermentation sombre entraine une
production importante d’AGVs, qui engendre une diminution du pH du milieu réactionnel et
causer apres plusieurs cycles une forte perturbation de la production d’hydrogene [51]. La
recirculation de I'effluent peut aussi entrainer une accumulation d’azote ammoniacal liée a
la dégradation de I'azote organique des déchets, causant alors une augmentation de la force
ionique et donc a terme une inhibition de I'activité microbienne. Pour illustrer ce dernier
point, Chinellato et al. (2013) ont montré, dans un réacteur continu de fermentation en
utilisant des déchets alimentaires avec un procédé de recirculation de I'effluent, une
accumulation d’azote ammoniacal jusqu’a 3,3 g/L. Lors de cette étude, un réacteur a deux
étapes pour la production de biohythane a été utilisé, et I'effluent en sortie du méthaniseur
était recirculé dans le réacteur de fermentation afin de réguler le pH aux alentours de 5,5
[2]. Plus globalement et comme observé dans le chapitre précédent, « Impact de I'azote
ammoniacal et de la force ionique sur la fermentation sombre », |a recirculation d’un effluent
pourrait causer une augmentation de la charge totale des ions présents dans le milieu
réactionnel, et donc engendrer une inhibition de la force ionique sur la production

d’hydrogene.
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Enfin, la recirculation de I'effluent peut entrainer des limitations d’ordre biologique. En effet,
comme il a été rapporté dans le chapitre précédent, les microorganismes réalisant
I'homoacétogénese semblent se développer au cours de la fermentation sombre, ce qui
peut avoir un impact négatif sur le rendement final d’hydrogéne. De plus, la présence
d’archées méthanogeénes observée dans le chapitre précédent peut étre détectée apres
seulement quelques jours de fermentation. Par conséquent, si une recirculation de I'effluent
est appliquée dans le but de réaliser un réacteur semi-continu, alors ces microorganismes
consommateurs d’hydrogene peuvent potentiellement se développer et ainsi accroitre leurs
impacts négatifs sur le rendement en hydrogeéne. Toutefois, plusieurs prétraitements sont
possibles afin de diminuer I'impact des archées méthanogenes et donc d’éviter la production
de méthane comme un choc de pH, un prétraitement thermique ou un traitement chimique.
La régulation du pH ou l'ajout de composés chimiques dans le milieu n’est pas favorable a
I’échelle industrielle, donc le prétraitement thermique reste la méthode la plus convenable
et la plus utilisée dans la littérature, ce traitement engendrant néanmoins un surco(t a

I’échelle industrielle (surcolt qu’il est nécessaire de réduire au maximum).

Dans I'objectif d’élaborer un fonctionnement robuste et stable dans le temps (Figure 39), la
problématique de ce chapitre a été d’étudier I'impact de la recirculation de I'effluent pour
des fermentations successives avec une attention particuliére sur la robustesse/stabilité du
procédé et I'accumulation d’inhibiteurs connus (AGVS, ions). Plusieurs stratégies de

recirculation des effluents ont alors été testées :
1/ recirculation directe de I'effluent (sans traitement),
2/ traitement thermique initial du lixiviat puis arrét du traitement lors des cycles suivants, et

3/ traitement thermique systématique du lixiviat et de I'effluent en début de chaque cycle.
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2.2. Déroulement de I'étude

Toutes les expériences ont été réalisées dans un réacteur de 6 litres. Chaque fermentation a
été réalisée en mélangeant 3 litres d’inoculum (lixiviat frais ou mélange de lixiviat + effluent)
et 663,6 g de déchets reconstitués (équivalent a 420,7 gMV) afin d’obtenir une siccité de
15% qui est proche de la valeur optimale (11,5 %) observée suite aux résultats précédents
sur '« Etude des conditions optimales pour le procédé de fermentation sombre», et qui
permet un bon compromis avec un réacteur réalisable a I'échelle industrielle. Dans I'optique
de réaliser des batchs successifs, I'effluent correspondant a la fraction liquide du digestat
issue du fermenteur précédent a été collecté. A la fin de chaque fermentation, une quantité
d’effluents se retrouvent absorbés par la FFOM, et I'effluent collecté n’est pas suffisant pour
diluer la FFOM jusqu’a une siccité de 15% : il était donc nécessaire a chaque nouveau batch
d’ajouter également du lixiviat, pour réajuster le volume d’inoculum a 3 litres. En effet,
environ 50% de liquide introduit sont retenus a la fin de la fermentation par le substrat. La
forte absorption de liquide par le substrat est notamment liée a la fraction de déchet de
types papiers et cartons (présent a hauteur de 56% dans la FFOM utilisée) qui possedent un
fort pouvoir absorbant. Pour démarrer une fermentation, une dilution de 50% a donc été

effectuée par I'ajout de lixiviat.

En accord avec les résultats présentés dans le Chapitre Ill, la température a été fixée a 37°C

et aucune régulation du pH n’a été effectuée.

Tout d’abord, un réacteur témoin a été mis en oceuvre et consistait a une recirculation de
lixiviat frais et d’effluent, sans aucun prétraitement thermique de cet inoculum. Comme
détaillé sur la Figure 40, deux modes de prétraitements thermiques ont par la suite été
réalisés. Le premier mode de traitement (traitement initial) a consisté a traiter
thermiquement le lixiviat une seule fois pour lancer le premier réacteur de fermentation.
Puis, aucun traitement thermique n’a été effectué lors de la recirculation du mélange
effluent et lixiviat frais. Enfin, le deuxiéme mode (traitement systématique) a consisté a
traiter thermiquement la phase liquide avant chaque fermentation. Tous les traitements

thermiques ont été réalisés a une température de 90°C pendant 30 minutes.
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Sans traitement Traitement initial Traitement systématique
H2 H2 H2 o

Lixiviat Lixiviat Lixiviat

Effluent

l Effluent l Effluent l
90 °C 90 °C
o
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F > 1 :Recirculation de I'effluent pour les fermentations successives

Figure 40 : Schéma de I'étude de la recirculation de I'effluent par différentes méthodes de traitement thermique (90°C,
30 min)

Six réacteurs batchs consécutifs ont été mis en ceuvre pour les expériences « sans
traitement » et avec « traitement initial », ce qui correspond a 5 recirculations de I'effluent.
Concernant I'expérience avec un « traitement systématique », 16 batchs consécutifs ont été

réalisés (soit I'équivalent de 15 recirculations de I'effluent).

2.3. Résultats de la robustesse et stabilité de la recirculation de
I'effluent

2.3.1.Impact de la recirculation de I’effluent sans traitement

La premiere partie de cette étude a consisté a étudier I'effet de la recirculation de I'effluent

sur des fermentations successives sans traitement de I'inoculum.

2.3.1.1. Production d’hydrogene

La Figure 41 représente les rendements en hydrogéne obtenus pour les 6 batchs successifs.
Le rendement maximal en hydrogene a été observé lors de la premiere fermentation avec
une valeur de 18,8 mLH,/gMV. Une forte variabilité a ensuite été observée lors de la 2°™ et
3°™  fermentation avec un rendement de 10,8 mLH,/gMV et 159 mLH,/gMV,
respectivement. Enfin, a partir du 4°™ batch (3°™ recirculation de Ieffluent), une
diminution du rendement en hydrogéne a été observée jusqu’a la 6°™ fermentation (0,43
mLH,/gMV).
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D’aprés ces résultats, I'absence d’un traitement thermique de I'inoculum a conduit a une
diminution graduelle et rapide du rendement en hydrogene. Il peut en étre alors conclu que
ce mode de fonctionnement ne permettait pas une production stable d’hydrogene au cours
des cycles. En effet, le meilleur rendement a été observé lors de la premiére fermentation
(18,8 mLH,/gMV). En comparaison avec la littérature, cette valeur est sensiblement plus
faible que celle reportée par Pan et al. (2008) ou Elbeshbishy et al. (2011) qui ont utilisé des
réacteurs batchs sans prétraitement thermique et un pH fixé a 5,5 (39 et 40 mLH,/gMV,
respectivement), ces performances dépendant toutefois de la composition du substrat et de

I'inoculum utilisé [107,211].
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Figure 41 : Rendement en hydrogéne obtenu lors des différentes fermentations avec recirculation de I'effluent sans
traitement thermique
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= = N
o ( (=}

(]
1

Le Tableau 37 présente des informations sur la production d’hydrogene et de méthane : le
temps de latence correspondant au début de la production d’hydrogéne, le temps pour
atteindre le point de production maximale d’hydrogene, la vitesse de production maximale
d’hydrogene et le temps de latence correspondant au début de la production de méthane.
En effet, lors de cette expérience sans traitement thermique, une production de méthane a

été observée.
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Tableau 37 : Analyse des données de production d'hydrogene (temps de latence, temps de production maximale, vitesse
de production maximale) et de méthane (temps de latence)

Temps de Temps production Vitesse de Temps
latence H; maximale H, production d’apparition de
(heures) (heures) (mLH,/gMV/h) CH4 (heures)

1 22,4 29,7 0,79 50,7

2 8,03 22,8 0,57 79,8

3 6,98 15,1 1,23 42,1

4 7,55 14,7 0,68 17,7

5 4,47 12,0 0,20 12,0

6 8,98 20,1 0,03 8,1

D’apreés ce tableau, le temps de latence avant le début de production d’hydrogéne est le plus
élevé lors de la premiére fermentation (22,4 heures) ; puis, pour les fermentations suivantes,
le temps de latence en hydrogene est plus court avec une moyenne de 7,2+1,7 heures (le
rendement lors de la derniere fermentation étant proche de 0, celui-ci n’a pas été pris en
compte). Le temps le plus long avant d’atteindre la production maximale en hydrogene a
également été observé pour la premiere fermentation (29,7 heures), puis cette valeur a
tendance a diminuer jusqu’a atteindre 12,0 heures pour la 5°™ fermentation. Cette
observation met en évidence un effet d’adaptation au substrat par I'enrichissement de
microorganismes adaptés au milieu et productrices d’hydrogene. Ce temps de latence est
plus faible que les valeurs reportées dans la littérature ce qui montre l'influence d’une
recirculation sur la rapidité de production d’hydrogéne sur la sélection de microorganismes
spécifiques. En effet, Elbeshbishy et al. (2011) ont observé un temps de latence de 16,3
heures sans utiliser de prétraitements; dans cette étude, le pH était non tamponné et
initialement a 5,5 a une température de 37°C avec des déchets alimentaires comme substrat

[211].

Concernant la vitesse de production d’hydrogene, celle-ci est variable au cours des
fermentations avec un maximum observé a 1,23 mLH,/gMV/h pour la fermentation 3 et
atteint 0,03 mLH,/gMV/h pour la fermentation 6 lorsqu’une trés faible production

d’hydrogéene est observée.

190



Chapitre IV : Robustesse et stabilité du procédé de fermentation sombre

Lors de cette expérience, le temps pour atteindre la production maximale d’hydrogene est
également réduit lorsqu’une recirculation de I'effluent est effectuée. Il diminue de 29,7
heures (fermentation 1) a 12 heures (moyenne sur les fermenteurs 2 a 5) soit une baisse de
60% ce qui met en évidence une amélioration de la vitesse moyenne du temps de
production. Cette donnée est intéressante d’un point de vue industriel, car la réduction du
temps de réaction impacte sur le temps moyen passé dans le réacteur et donc le colt de

production d’hydrogene.

Cependant une apparition de méthane a été observée dans chaque fermentation. Lors de la
premiere fermentation, le temps de latence avant apparition de méthane a été observé a
50,7 heures soit 21 heures apres le pic de production d’hydrogene. Curieusement, ce temps
avant apparition de méthane augmente lors de la 2°™ fermentation avec un temps de 79,8
heures. Puis, pour les fermentations suivantes une diminution nette de cette valeur a été

eme

observée entre la 3°™ (42,1 heures) et la 6°™ fermentation (8,1 heures). Nous pouvons

également noter que le temps de latence avant apparition du méthane est relativement
proche du temps correspondant  la production maximale d’hydrogéne a partir de la 4°™
fermentation ou une différence de seulement 3 heures a été observée entre ces deux
valeurs. Au cours de la 5°™ fermentation, ces deux temps sont confondus ce qui va avoir
pour conséquence une forte consommation de I’"hydrogene pour la production de méthane
et donc engendrer un faible rendement en hydrogene comme observé dans notre étude.
D’aprés ces premiers résultats, la diminution importante du rendement en hydrogéne peut

donc étre corrélée avec I'apparition de méthane, ce qui confirme la nécessité d’effectuer un

traitement thermique sur I'effluent [212].

191



Chapitre IV : Robustesse et stabilité du procédé de fermentation sombre

2.3.1.2. Production de métabolites

La Figure 42 représente le rendement en métabolites (biogaz et composés solubles) mesurée

a la fin de chaque fermentation (6 jours).
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Figure 42: Rendement en métabolites (gDCO/gMV) observée dans chaque fermentation lors d'une recirculation de
I'effluent sans traitement thermique

La quantité totale de métabolites la plus faible a été observée lors de la troisieme
fermentation avec une valeur de 130 mgDCO/gMV. De fagon intéressante, suite a la
premiere recirculation, le rendement en métabolites dans les différents réacteurs de
fermentation reste stable avec une moyenne de 144+20 mgDCO/gMV. Concernant la
répartition des métabolites produits, le métabolite majoritaire observé a été le butyrate
avec un maximum observé lors de la 1°™® fermentation (88 mgDCO/gMV), néanmoins a partir
de la 4°™ fermentation, le rendement en butyrate diminue jusqu’a 34 mgDCO/gMV lors de

la 6™ fermentation.

De maniere intéressante, lors des fermentations 2 et 3, une apparition importante de lactate
a été observée avec des rendements de I'ordre de 30 mgDCO/gMV. Il est également possible
de remarquer que la recirculation de I'effluent a tendance a faire augmenter le rendement
de caproate et de valerate dans le milieu (valeur maximale de 40 et 14 mgDCO/gMV pour la

5°M et 6°™ recirculation respectivement) et qui représentent jusqu’a 41% des métabolites
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eme

totaux produits lors de la 6™ fermentation. De plus, lors de cette étude, aprés la 3

fermentation, c’est-a-dire la 4°™ recirculation de I'effluent, un shift a été observé avec une
augmentation constante du caproate et du valerate et une diminution du rendement en

butyrate

D’aprés la littérature, le valerate et le caproate utilisent des voies non productrices
d’hydrogéne et sont donc concurrentes a la production d’hydrogéne [67]. De plus, la
production de caproate peut également étre effectuée via une voie de consommation
d’hydrogene et de butyrate ce qui pourrait expliquer la diminution du butyrate observée
(équation 28 et 29). Ce shift est également observé sur le rendement en hydrogene avec une

diminution de celui-ci a partir de la 4™ fermentation ce qui confirme nos observations.

Butyrate + Acétate + 2H, - Caproate + 4H,0 (AGy = —359 K].mol™1) (Equation 28)

Butyrate + 2C0, + 6H, — Caproate + 4H,0 (AGy = —359 K].mol™!)  (Equation 29)

D’apres ces résultats, la recirculation de I'effluent sans traitement thermique semble donc
étre stable pour la production d’hydrogene mais seulement sur les trois premiéres

fermentations. Puis la recirculation de I'effluent au-dela de la 3°™ recirculation va entrainer
une baisse du rendement en hydrogene causée par un environnement limitant le rendement

d’hydrogene par reconsommation de I’hydrogene produit.

Le Tableau 38 présente, pour I'ensemble des expériences, la conductivité finale, les pH
initiaux et finaux ainsi que les ratios Bu/Ac et H,/(2x(Bu+Ac)). Les ratios Bu/Ac et
H,/(2x(Bu+Ac)) ont été calculés a partir des métabolites produits lors de chaque
fermentation, en réalisant un bilan matiere entre les métabolites solubles mesurés en début

et en fin d’expérience.
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Tableau 38 : Analyse de la fermentation sombre sur la conductivité, le pH initial et final ainsi que le ratio Bu/Ac et H,/(2

x[Bu+Ac])
Conductivité Bu/Ac ()
PHinitial PHfinal (2 X [Bu + AC])
[ [
(mS/cm) (mol/mol) (mol/mol)
1 24 7,6 5,0 1,05 0,39
2 26 6,3 5,5 1,76 0,29
3 27 7,6 5,8 2,31 0,55
4 30 6,8 5,4 1,50 0,22
5 31 7,3 51 1,08 0,18
6 25 7,7 5,4 1,01 0,02

Tout d’abord, lors des 6 fermentations successives, la conductivité, le pHinitial €t le pHfina sont
restés stables avec des valeurs moyennes de 27,2+2.8 mS/cm, 7,2+0,6 et 5,4%0,3

respectivement.

D’aprés les résultats du ratio Bu/Ac, la 1%, 5°™ et 6°™ fermentation présente un ratio
proche de 1 (1,05, 1,08 et 1,01 respectivement) ce qui correspond a une production égale de
butyrate et d’acétate. Cependant, pour les autres réacteurs, une production plus importante

de butyrate que d’acétate a été observée avec une valeur moyenne de 1,86+0,40.

Concernant le ratio H,/(2x[Bu+Ac]), celui-ci posséde une valeur moyenne de 0,28+0,18
mol/mol (ratio inférieur a 1), ce qui suggeére que si I’hydrogéne est produit seulement via les
voies acétate et butyrate, alors celui-ci est consommé au cours de la fermentation. De plus,
le procédé de recirculation va avoir tendance a faire diminuer ce ratio. En effet, ce ratio
passe de 0,39 a la 1% fermentation a 0,02 a la fermentation 6 ce qui suggere une
augmentation de la consommation de I’hydrogene au cours des recirculations successives.
Cette observation peut étre en partie expliquée par I'apparition de plus en plus rapide de
méthane. Toutefois les ratios calculés sont difficiles a interprétés. En effet, lors de Ia
fermentation, d’autres voies de consommations peuvent étre empruntées comme la voie de
production de caproate ,comme discuté précédemment, ou encore par homoacétogénése
(accumulation d’acétate) ce qui va faire réduire le ratio H,/(2x[Bu+Ac]). Cependant, dans les
études précédentes, lorsque le phénoméne d’homoacétogénése semblait étre observé (pas
de méthane ou caproate), alors le ratio Bu/Ac montrait une forte proportion d’acétate (ratio

significativement inférieur a 1) ce qui confirmait notre hypothése. Or, dans cette étude, le
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ratio Bu/Ac reste supérieur a 1 ce qui suggére que la consommation d’hydrogéne semble

bien étre liée a la production de méthane

D’apres ces résultats, la production de métabolites dans les différentes fermentations avec
une recirculation de I'effluent sans traitement thermique a été observé comme stable dans
le temps sans diminution de I’activité microbienne, sur les trois premiers cycles. Cependant,
a partir de la 4°™ fermentation un shift dans les métabolites produits a été observé ce qui
explique la diminution du rendement en hydrogene observée précédemment. Un procédé
de recirculation de I'effluent sans traitement thermique ne semble donc pas efficace pour

obtenir une production d’hydrogéne continue.

2.3.2.Impact de la recirculation de I'effluent avec un traitement
thermique initial

La premiere partie de cette étude a donc montré, une diminution du rendement en
hydrogene liée a une apparition de méthane et une modification des métabolites produits
quand le lixiviat et 'effluent n’étaient pas traités thermiquement. La deuxieme partie de
I’étude a donc consisté a étudier I'effet de la recirculation de I'effluent sur des fermentations
successives en réalisant un traitement thermique (90°C pendant 30 min) initial du lixiviat
(inoculum) avant la premiere fermentation, et ce afin de limiter le traitement thermique et

donc réduire le surcolit engendré par un tel procédé.

2.3.2.1. Production d’hydrogene

La Figure 43 présente le rendement en hydrogene mesuré lors des fermentations
successives. Le rendement en hydrogéne le plus élevé a été observé lors de la premiere
fermentation (10,5 mLH,/gMV). Cette valeur est inférieure mais du méme ordre de grandeur
que le rendement maximal obtenu lors de I’expérience précédente sans traitement
thermique (18,8 mLH,/gMV). En comparaison, Favaro et al. (2013) ont rapporté une
production de 23,4 mLH,/gMV en utilisant un traitement thermique (100°C pendant 4
heures) a pH 7 et de la fraction fermentescible des ordures ménageres comme substrat dans

le cas d’une fermentation dans un batch unique [71]. Au cours des fermentations suivantes,
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une diminution graduelle du rendement en hydrogéne a été observée jusqu’a seulement 2,6
mLH,/gMV lors de la 6°™ fermentation. Ce résultat met en avant le faible bénéfice d’un
traitement thermique initial unique car les tendances sont proches de celles du mode de

fonctionnement sans traitement thermique.
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Figure 43 : Rendement en hydrogéne obtenu lors des différentes fermentations avec recirculation de I'effluent subissant
ere

un traitement thermique seulement avant la 1° fermentation

Le Tableau 39 présente des informations sur la production d’hydrogene et de méthane : le
temps de latence correspondant au début de la production d’hydrogéne, le temps pour
atteindre le point de production maximale d’hydrogene, la vitesse de production maximale
d’hydrogene et le temps correspondant au début de la production de méthane. En effet, lors
de cette expérience sans traitement thermique, une production de méthane a également

été observée.
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Tableau 39 : Analyse des données de production d'hydrogene (temps de latence, temps de production maximale, vitesse
de production) et de méthane (temps de latence)

Temps de . Vitesse de Temps

Temps production . , .\
latence H; maximal H, (heure) production d’apparition CH,

(heure) (mLH,/gMV/h) (heure)

1 25,3 31,9 0,36 127,9
2 7,0 16,0 0,36 12,3
3 4,3 12,0 0,33 16,0
4 6,8 16,0 0,25 16,0
5 10,3 16,0 0,20 12,0
6 10,0 16,0 0,27 12,0

Le temps de latence avant la production d’hydrogene le plus long a été observé lors de la
premiere fermentation : il est égal a 25,3 heures, ce qui est proche du temps mesuré lors de
la premiére expérience sans traitement de I'inoculum (22,4 heures) ce qui met en évidence

le faible impact du traitement thermique sur I'activité microbienne initiale.

Comme dans le cas de la stratégie de recirculation précédente, le temps correspondant a la
production maximale d’H, diminue avec le nombre de recirculation. En effet, lors de la
premiere fermentation, ce temps caractéristique est de 31,9 heures puis diminue jusqu’a
atteindre une moyenne de 15,2+1,8 heures a partir de la deuxieme fermentation. Cette
observation montre un effet d’adaptation au substrat par ['enrichissement de
microorganismes adaptés au milieu et productrice d’hydrogene comme observé

précédemment.

Concernant la vitesse maximale de production d’hydrogene, la valeur semble diminuer avec
le nombre de recirculations : la vitesse maximale est de 0,36 mLH,/gMV/h pour les 1% et

2°™ fermentations, puis diminue jusqu’a 0,20 mLH,/gMV/h pour la fermentation 5.

Lors de la premiere fermentation, I'apparition de méthane est observée plus tardivement
gue le temps observé pendant la premiere fermentation de I'expérience précédente sans
traitement thermique (127,9 heures contre 50,7 heures) : ce résultat met en évidence que le
traitement thermique possede un impact important sur la communauté méthanogene. Le
traitement thermique appliqué (90°C pendant 30 min) a ainsi permis, comme attendu, de
sélectionner les microorganismes sporulantes et perturber le développement des

microorganismes non-sporulantes productrices de méthane [70].
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Néanmoins, suite aux recirculations, le temps de latence avant apparition de méthane
diminue pour atteindre des valeurs de 12 3 16 heures. Par conséquent, dés la 2°™
fermentation, les temps de production maximale d’hydrogene et d’apparition de la
production de méthane sont proches voire identiques. En effet, une production de méthane
est observée trés tot des le deuxieme batch (23,3 heures), ce qui démontre que la méthode
du traitement unique n’a pas eu dimpact sur les archées méthanogenes sur les
fermentations suivantes. Luo et al. (2010) ont déja montré que le traitement thermique

(90°C pendant 1 heure) ne présentait que des effets a court terme sur la production

d’hydrogéne ce qui est en accord avec les résultats de cette expérience [80].

2.3.2.2. Production de métabolites

La Figure 44 représente le rendement en métabolites mesuré a la fin des différentes
fermentations. Ces résultats montrent que la répartition des métabolites a évolué avec une
tendance identique en lien avec les recirculations successives exceptée pour la fermentation
5. Tout d’abord, a la fin de la premiere fermentation, les deux métabolites majoritaires sont
I'acétate (60 mgDCO/gMV) et le butyrate (80 mgDCO/gMV), et correspondent a 86% de
I'ensemble des métabolites produits. Ensuite, la recirculation de I'effluent entraine une
diminution de la concentration en acétate et butyrate avec une baisse de 50 % entre la 1%

et la 4°™ fermentation. A contrario, une accumulation de lactate a été observée jusqu’a

atteindre un maximum de 60 mgDCO/gMV lors de la 4°™ fermentation.
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Figure 44 : Concentration en métabolites (gDCO/gMV) observée dans chaque fermentation lors d'une recirculation de
I'effluent avec un traitement thermique seulement avant la 1°" fermentation

L’analyse des métabolites présents en fin de la 5™ fermentation montre une forte
différence avec une augmentation importante de butyrate (80 mgDCO/gMV), de valérate (30
mgDCO/gMV) et de caproate (40 mgDCO/gMV). L'analyse de la 5°™ fermentation, bien que
réalisée plusieurs fois peut étre potentiellement expliquée par une erreur soit d’analyse soit
d’échantillonnage. Par la suite, I'analyse des métabolites en fin de 6°™ fermentation montre
une tendance identique aux fermentations 1 a 4 avec une forte concentration en acétate,
butyrate et lactate. Comme observé précédemment, la diminution du rendement en
butyrate, qui est une voie privilégiée pour la production d’hydrogéne, est en lien avec la
diminution du rendement en hydrogéne ce qui confirme nos observations. De plus, le
rendement en lactate augmente suivant les recirculations de I'effluent. Le lactate est connu
comme un métabolite intermédiaire dont les voies réactionnelles utilisées pour sa
production ne sont pas productrices d’hydrogéne : la production de lactate est cependant
régulierement observée lors de la fermentation sombre [68]. Ce métabolite est
essentiellement produit par les lactobacilles regroupant les membres des genres
Lactobacillus, Leuconostoc ou encore Lactococcus. Outre le fait que sa voie de production est
concurrente a la production d’hydrogéne, les espéeces telles que Lactobacillus ont tendance a

sécréter des bactériocines dans le milieu qui peuvent étre stressantes pour les clostridies et
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engendrer une modification des voies réactionnelles avec une diminution de la production

d’hydrogene [69].

Le Tableau 40 présente pour I'ensemble des expériences, la conductivité finale, les pH
initiaux et finaux ainsi que les ratios Bu/Ac et H,/(2x(Bu+Ac)). D’aprés ce tableau, la
conductivité, les pH initiaux et finaux sont stables des la 8me fermentation, et les valeurs
moyennes (22+3 mS/cm, 7,3+0,8 et 5,4%0,5, respectivement) sont proches de celle de
I'expérience précédente. Le pH initial élevé correspond au pH du lixiviat frais utilisé lors de

cette étude.

Tableau 40: Analyse de la fermentation sombre sur la condutctivité, le pH initial et final ainsi que le ratio Bu/Ac et

(H2)/(2x[Bu+Ac])
Conductivité Bu/Ac (H:)
(mS/cm) pHinitiaI prinaI (moI/moI) (2 X [Bu +AC])
(mol/mol)
1 29 8,9 6,3 0,53 0,17
2 22 7,1 53 0,88 0,27
3 21 6,8 51 0,66 0,24
4 20 6,8 5,0 0,78 0,30
5 22 6,7 5,7 1,30 0,06
6 21 7,3 5,2 0,46 0,41

Pour estimer les ratios Bu/Ac et (H,)/(2x(Bu+Ac)), seuls les métabolites effectivement
produits lors des fermentations ont été pris en compte. Concernant le ratio Bu/Ac, seule la
4°™ fermentation a observé un ratio supérieur 3 1 (1,30) ce qui met en évidence une
production supérieure en butyrate lors de cette fermentation. Cependant, pour les autres
fermentations, I'acétate est majoritairement produit par rapport au butyrate avec une
moyenne de 0,59+0,29 ce qui est a l'opposé du résultat obtenu lors de I'expérience

précédente avec un ratio Bu/Ac moyen de 1,45+0,52.

Lors de cette expérience, des ratios (H,)/(2x(Bu+Ac)) tres faibles ont été mesurés (valeur
moyenne de 0,24+0,12) en lien avec la faible production d’hydrogene. Cette valeur est
proche du ratio observé dans [|'étude précédente (0,28+0,18) ce qui montre une
consommation constante d’hydrogene avec ou sans traitement thermique initial dans un
procédé de recirculation. La production de méthane peut expliquer en partie le faible ratio

observé. De plus, la forte proportion en acétate suggere qu’une consommation de
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'hydrogéne par homoacétogénése se soit produite notamment lors de la 1® fermentation
qui possede un faible ratio Bu/Ac (0,53). Luo et al. (2011) ont en effet expliqué que 43% de
I'acétate produit pouvait provenir de la voie consommatrice d’hydrogene aprés cing batchs
consécutifs [213]. Le traitement thermique effectué (90°C pendant 30 min) a ainsi permis de
limiter la production de méthane lors de la 1% fermentation mais pas la consommation
d’hydrogéne par homoacétogénese. D’apres Alibardi et al. (2012) un traitement thermique a
100°C pendant 1 heure n’inhibe, en effet, pas compléetement les groupes homoacétogénes

et méthanogenes [214].

Entre la 2°™ et la 4°™ fermentation, le ratio (H,)/(2x(Bu+Ac)) reste stable aux alentours de
0,27+0,03. Lors de ces fermentations, une faible production de butyrate et une apparition de
caproate a été observée ce qui suggére une consommation de I'hydrogéne par la voie
caproate. De plus, lors de ces fermentations, le ratio Bu/Ac est plus élevé que lors de la 1%
fermentation ce qui peut étre expliqué par une activité des homoacétogenes plus faible et
donc corrélé a une production d’acétate plus faible que pendant la 1°™® fermentation. Une
autre hypothese serait de soulever le fait que l'acétate peut étre consommé par

méthanogénése ce qui expliquerait également le faible ratio Bu/Ac (Equation 30).
Acétate + H,0 —» CH, + H,CO3 (AGy = —31,0 kJ. mol™1) (Equation 30)

Ces résultats mettent donc bien en évidence que la recirculation de I'effluent avec un seul
traitement ne modifie pas le développement de la communauté consommatrice

d’hydrogéne mais peut néanmoins retarder I'apparition de méthane.

Un traitement unique au début du procédé de recirculation semble donc efficace sur les
archées méthanogenes seulement lors de la premiere fermentation comme expliqué ci-
dessus. Cette tendance est accentuée par le fait qu’'une quantité importante de lixiviat frais
est rajoutée a chaque nouvelle fermentation, causé par I'absorption élevée de I'effluent
dans les déchets. Dans cette étude, la séparation en fin de fermentation entre la phase
solide et la phase liquide (effluent) a été réalisée a I'aide d’un tamis. Cependant, une
séparation plus poussée (exemple : centrifugation) pourrait permettre de récupérer une plus
grande quantité d’effluents a recirculer, et ainsi réduire I'apport de lixiviat frais et donc
d’archées méthanogenes dans le milieu. Cependant cette technique engendrerait un colt

supérieur au niveau industriel. Une autre solution envisagée serait de traiter thermiquement

201



Chapitre IV : Robustesse et stabilité du procédé de fermentation sombre

a chaque recirculation afin de potentiellement s’affranchir de I'inhibition causée par les

archées méthanogenes.

2.3.3.Impact de la recirculation de I'effluent avec un traitement
thermique systématique

Un traitement thermique unique permet d’éviter I'apparition de méthane seulement lors de
la premiére fermentation mais n’est pas efficace lors d’une recirculation de I'effluent comme
observé dans I'étude précédente. La troisieme partie de I'étude a donc consisté a étudier
I'effet de la recirculation de l'effluent sur des fermentations successives en réalisant un
traitement thermique systématique (90°C pendant 30 min) sur I'effluent et le lixiviat frais

ajouté lors de chaque cycle de recirculation.

2.3.3.1. Production d’hydrogene

La Figure 45 représente le rendement en hydrogene obtenu au cours de 16 fermentations
successives (soit 15 recirculations). De maniére globale, aucune diminution significative du
rendement en hydrogéne n’a été observée dans ce cas, méme avec I'augmentation du
nombre de recirculations ce qui montre la nécessité d’un traitement thermique
systématique. Au cours de ces fermentations successives, une production continue
d’hydrogéne a été observée avec une moyenne du rendement de 17,3%3,7 mLH,/gMV.
Toutefois, le rendement en hydrogéne fluctue entre 10,1 et 24,5 mLH,/gMV. Koskinen et al.
(2007) ont déja rapporté que l'instabilité de la production d’hydrogéne dans un réacteur
continu pouvait étre causée par la variation de la communauté microbienne et donc une
modification des voies métaboliques utilisées [215]. Dans les réacteurs batch successifs, ce
phénomeéne peut également expliquer la fluctuation observée entre les différentes
fermentations. A titre de comparaison, le rendement minimal mesuré au cours de cette
expérience est proche du rendement maximal observé lorsqu’un traitement thermique est

appliqué uniquement pour lancer la 1" fermentation (10,5 mLH,/gMV).
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Figure 45 : Rendement en hydrogéne obtenu lors des différentes fermentations avec recirculation de I'effluent subissant
un traitement thermique systématique

Le Tableau 41 présente I'analyse des données de production d’hydrogéne (temps de latence,
temps de production maximale, vitesse de production) sur les différentes fermentations
réalisées dans le but d’étudier I'effet d’'un traitement thermique systématique sur le procédé
de recirculation de l'effluent. Tout d’abord, lors de cette étude aucune production de
méthane n’a été observé ce qui met en évidence l'efficacité du traitement thermique

systématique sur les archées méthanogéenes.
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Tableau 41 : Analyse des données de production d'hydrogene (temps de latence, temps de production maximale, vitesse
de production))

Temps de latence Temps production Vitesse 'de
H, (heure) maximal H, (heure) production
(mLH,/gMV/h)

1 10,1 26,0 0,35
2 12,5 16,6 0,70
3 4,2 10,0 0,69
4 11,5 14,1 1,09
5 8,5 15,0 1,10
6 8,0 15,0 1,01
7 9,1 18,0 0,81
8 14,5 24,0 1,20
9 9,7 21,1 1,82
10 8,1 12,7 1,48
11 10,1 15,8 1,46
12 6,2 12,0 1,46
13 8,1 13,9 1,58
14 6,2 12,0 1,87
15 8,4 24,1 0,91
16 5,7 12,0 1,55

Lors des différentes fermentations, le temps de latence avant apparition d’hydrogéne a été
en moyenne de 8,9+2,6 heures. Néanmoins, la premiere fermentation ne présente pas un
temps de latence plus élevé que les autres fermentations. Ce qui est en contradiction avec
les valeurs observées dans les études précédentes lors des 1% fermentations (22,4 et 25,3
heures pour I'étude sans traitement et avec un traitement unique respectivement).
Cependant, pour les fermentations suivantes, le temps de latence moyen observé dans cette
étude est proche des études précédentes (7,2+1,7 et 7,9+2,4 heures pour |'étude sans
traitement et avec un traitement unique respectivement) ce qui met en évidence la
régularité de "apparition d’hydrogene dans un procédé de recirculation de I'effluent, avec
une adaptation et un enrichissement rapide des microorganismes. Concernant le temps
avant apparition du pic de production de I’"hydrogene, celui-ci a été observé en moyenne a
18,3+9,0 heures ce qui est proche des études précédentes (19,116,5 et 15,2+1,8 heures pour
I'’étude sans traitement et avec un traitement unique respectivement). De plus, une
tendance identique a été observée lors des trois études avec un temps plus élevé pour
atteindre le pic de production lors de la 1% fermentation (26,0, 29,7 et 31,9 heures). Enfin,
la vitesse maximale de production d’hydrogene a été observée en moyenne a 1,09+0,52

mLH,/gMV/h avec peu de variabilité ce qui met en évidence une stabilité dans la production
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globale d’hydrogene. Cette valeur est plus élevée que celles observées lors des études
précédentes (0,58+0,43 et 0,29+0,06 mLH,/gMV/h) ce qui peut étre expliqué par la faible

production d’hydrogéne dans les études précédentes.

Un traitement thermique systématique semble donc efficace pour éviter la production de
méthane et ainsi permettre une production d’hydrogene continue. De plus, le temps pour
atteindre la production maximale d’hydrogene est similaire dans le cas du traitement
systématique et sans traitement (18,3+9,1 et 19,146,5 heures respectivement). Ces résultats
clarifient I'impact minimum du traitement thermique sur I'activité des microorganismes

producteurs d’hydrogene.

2.3.3.2. Production de métabolites

La Figure 46 représente la quantité totale de métabolites (rapporté a la quantité initiale de
MV du substrat) produits au cours de chaque fermentation. Ce calcul a été réalisé en
effectuant un bilan matiere entre le début et la fin de chaque fermentation. D’apres cette
figure, la production totale de métabolites fluctuait entre 185 mgDCO/gMV pour la 1%
fermentation et 70 mgDCO/gMV pour la fermentation 11. Ces résultats mettent en avant la
forte variabilité de production de métabolites au cours des fermentations successives,

autour d’'une moyenne de 133+30 mgDCO/gMV.

Lors des différentes fermentations, une production systématique d’acétate et de butyrate a
été observée avec une moyenne de 14,77 et 63,622 mgDCO/gMV respectivement.
Néanmoins, la variabilité observée sur le rendement total est fortement lige a la
concentration de butyrate mesurée qui a été observée entre 35 mgDCO/gMV pour la geme

fermentation et 107 mgDCO/gMV pour la 4°™ fermentation.

De plus, le lactate a également été observé régulierement, mais sa production est tres
variable. En effet, un rendement inférieur a 10 mgDCO/gMV a été mesuré a la fin des
fermentations 1, 4, 6, 7, 10 et 15 alors que, pour les fermentations 2, 3, 8, 9 et 12, elle était
supérieure a 30 mgDCO/gMV : elle représentait par exemple jusqu’a 37 % des métabolites
totaux en fin de la 2°™ fermentation. De plus, dans chaque fermentation, une proportion en

éthanol a été détectée avec une moyenne de 13+9 mgDCO/gMV.
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Figure 46 : Concentration en métabolites (gDCO/gMV) observée dans chaque fermentation lors d'une recirculation de
I'effluent avec un traitement thermique systématique

Le Tableau 42 présente les ratios Bu/Ac et H,/(2x[Bu+Ac]) estimés a partir des métabolites

produits au cours de chaque fermentation..

Comme observé lors de la recirculation de I'effluent sans traitement thermique, la majorité
des fermentations montrent un ratio Bu/Ac supérieur a 1 avec un maximum de 2,87 pour la
4°™ fermentation. Ceci montre une plus forte production du butyrate par rapport a
I’acétate. De plus, de fagon plus surprenante, lors de la fermentation 13 un ratio Bu/Ac a été
négatif (-3,11) et a montré notamment que la concentration en acétate en fin de

fermentation était inférieure a celle observée en début de fermentation.
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Tableau 42 : ratio Bu/Ac et H,/(2x[Bu+Ac])

H,
Bu/Ac | X TBu+ 4c))
(mol/mol) (mol/mol)
1 0,88 0,34
2 1,69 1,24
3 1,73 0,67
4 2,87 0,25
5 1,71 0,24
6 1,89 0,78
7 1,68 0,38
8 1,40 0,51
9 1,32 1,10
10 2,17 0,82
11 1,33 0,88
12 1,90 0,93
13 3,11 1,87
14 0,14 4,21
15 1,82 0,81
16 1,59 1,84

De plus, une forte fluctuation du ratio H,/(2x[Bu+Ac]) a été observée, puisqu’il varie entre
0,24 (fermentation 5) et 4,21 (14). Aucune tendance entre les différentes fermentations n’a
été observée. Par conséquent, ces résultats mettent en avant la forte variabilité des voies de
production et/ou de consommation d’hydrogéne, d’acétate et de butyrate au cours des

fermentations successives.

Comme observé pour les expériences sans traitement thermique le ratio Bu/Ac a été
observé comme supérieur a 1 ce qui met en évidence la forte concentration en butyrate par
rapport a l'acétate. Cependant, cette observation n’a pas été observée lors des autres
études qui montrent en général un ratio inférieur a 1 et suggére une consommation de

I'hydrogéne par homoacétogéneése.

2.3.3.3. Evolution de la communauté microbienne

Afin de mieux comprendre la variabilité des métabolismes observés, la structure de la
communauté bactérienne a été analysée a la fin des fermentations (3, 4, 6, 8, 9, 10, 11, 13,
14, 15 et 16) et dans l'inoculum initial. La Figure 47 présente I'abondance relative des

bactéries pour ces prélevements. Dans l'inoculum, les Clostridiales sont majoritaires avec
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une abondance relative de 54%, et nous pouvons également remarquer une proportion
élevée de Bacteroidales (30 %). Dans notre cas, le lixiviat possede initialement une forte
concentration en Na* (2,55+0.60 g/L) et en CI" (2,73+0,58 g/L) ce qui pourrait favoriser le
développement de ce type de bactéries. L'étude de Pierra et al. (2013) a en effet mis en
évidence que dans un milieu halophile modéré (38 gNaCl/L) des microorganismes de I'ordre
des Bacteroidales c’étaient développés avec une abondance de 43%. Les analyses réalisées
sur les fermentations successives montrent que la recirculation de I'effluent permet de
fortement sélectionner les communautés bactériennes. En effet, dans les jus de
fermentations, deux communautés largement majoritaires ont été identifiées. Tout d’abord,
les Clostridiales possédent une abondance relative qui varie entre 37% (fermentation 8) et
63% (fermentation 4) avec une abondance relative moyenne de 45,8+0,1%. Une autre
espece de l'ordre des Lactobacillales a été observée en forte abondance en fin des
fermentations successives avec une abondance relative de 51+1 %. Il est intéressant de
noter également que la structure de la communauté bactérienne reste relativement stable

au cours des différentes fermentations.
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Figure 47 : Abondance relative de la communauté microbienne (ordre) en fin de chaque fermentation lors de I'étude de
la recirculation de I'effluent avec un traitement thermique systématique

Alors que les Clostridiales sont connues comme des microorganismes pouvant produire ou
consommer (homoacétogénese) I'hydrogéne par homoacétogenése, la recirculation de
I'effluent a également entrainé la sélection de Lactobacillales (bactéries productrices de

lactate).

208



Chapitre IV : Robustesse et stabilité du procédé de fermentation sombre

Une analyse plus précise des Clostridiales et Lactobacillales a I'aide d’un blast a été réalisée
permettant ainsi de comparer la similitude des séquences d’ADN dans nos échantillons avec

la littérature afin d’identifier les espéces potentiellement présentes (Tableau 43).

Tableau 43 : Analyse réalisée par blast sur les microorganismes d'ordre Clostridiales et Lactobacillales observés dans
cette étude

Ordre Espoce Similitude Abondance
P séquence ADN moyenne
Clostridium butyricum 97 %
idi 42189
Clostridiales ou Clostridium beijerinckii 97 % 8%
Lactobacillus mucosae 98 %
ou ) - ) 17+12 %
Lactobcaillus spicheri 98 %
Lactobacillales Lactobacillus plantarum 100% 1318 %
Lactobacillus paracasei 100 %
ou - - 615 %
Lactobacillus casei 100 %

De fagon intéressante, seule une espece largement majoritaire a été observée chez les
Clostridiales avec une abondance moyenne de 4218 % qui, d’apres une analyse par blast,
s’apparente soit a I'espece Clostridium butyricum ou Clostridium beijerinckii cependant, la
similitude des séquences comparées reste faible et peut donc correspondre a d’autres
organismes (similitude de 97 % par rapport a notre échantillon). Ces deux especes sont
connues comme fortement productrices d’hydrogéne [216]. En effet, Liu et al. (2011) ont
montré une production d’hydrogene élevée pour les especes de types Clostridium butyricum
(1,77 mmol/mmolgycose) €t Clostridium beijerinckii (1,72 mmol/mmolgcose) [216]. Les
Clostridium butyricum sont notamment connus comme fortement producteur de butyrate ce
qui pourrait expliquer la forte production en butyrate observée [193]. De plus, I'étude de
Rafrafi et al. (2013) ont observé un ratio Bu/Ac supérieur a 1 (1,56) lorsque I'espéce
Clostridium butyricum était observé ce qui confirmerait également les résultats observés

dans notre étude [217].

Concernant les Lactrobacillales, une plus grande diversité semble se développer avec trois
especes majoritaires dont 'abondance est supérieure a 5% dans le milieu. D’aprés un blast
de la séquence, I'espéce la plus abondante (17+12%) serait soit Lactobacillus mucosae, soit

Lactobacillus spicheri (similitude de la séquence d’ADN de 98%). Ces deux espéeces sont
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connues comme productrices de lactate [21,22]. L'espéce Lactobacillus plantarum
(similitude : 100%) semble également se développer dans le milieu avec une abondance
moyenne de 13+8%. Cette espece a notamment été rapportée comme étant une bactérie
anaérobie facultative consommant le lactate pour produire de 'acétate et du CO, [220].
Enfin une derniere espéce appartenant a I'ordre des Lactobacillales a été identifiée avec une
abondance moyenne de 6+5% et est proche de l'espece Lactobacillus paracasei ou

Lactobacillus casei qui sont également productrices de lactate [221].

La présence de Lactobacillales n’est cependant pas corrélée a une augmentation de la
concentration en lactate. Une des hypothéses serait d’expliquer ce phénomene par le fait
gue d’autres microorganismes peuvent consommer le lactate produit. En effet, d’aprés
Balow et al. (1992), le lactate en présence d’acétate peut étre fermenté en butyrate, CO; et
H, via la bactérie Clostridium tyrobutyricum (Equation 31, 32 et 33) [222]. De plus, la
conversion du lactate en butyrate est énergétiquement favorable. En utilisant une culture
pure de Clostridium tyrobutyricum dans un réacteur continu alimenté avec du lactate et de
I'acétate, une étude a également montré une productivité en hydrogéne de 7,2 LH,/L/j
[223]. Cette hypothese permettrait d’expliquer I'importante concentration en butyrate et la
faible proportion en acétate observée dans nos travaux. De plus, le rendement en
hydrogene en utilisant ces voies de production sont plus faible que les voies acétate et
butyrate (une mole d’acétate ou de butyrate produit 2 moles d’hydrogéne) ce qui pourrait
expliquer les faibles ratios H,/(2x[Bu+Ac]) observés. Enfin, comme mentionné
précédemment, le pH en fin de fermentation (5,5+0,3) est proche des conditions favorables
a une fermentation de type lactique. Bien que I'analyse par blast n’ait pas mentionné cette
espece (Clostridium tyrobutyricum) cette hypothése reste probable du fait des faibles
similitudes observées lors des analyses par blast avec les espéces Clostridium butyricum ou

Clostridium beijerinckii (similitude de 97%).

Lactate + 0.4 Acétate + 0.7H* - 0.7Butyrate + 0.6H, + CO, + 0.4H,0 (Equation 31)

AG® = —183.9 kJ /mol
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Lactate + Acétate + H* —» Butyrate + 0.5H, + 1.4C0, + 0.6H,0 (Equation 32)

AG® = —59.4 kJ /mol

2 lactate + H* —» Butyrate + 2H, + 2CO0, (Equation 33)
AG® = —64.1 k] /mol

La production d’hydrogene pourrait donc étre corrélée avec les voies directes de production

d’acétate et de butyrate lors des premieres fermentations comme observé dans les études

précédentes, mais la recirculation de I'effluent avec ou sans traitement thermique a chaque

cycle semble favoriser le développement des Lactobacillales qui va correspondre a une

réaction intermédiaire de production de lactate pour étre, par la suite, transformé en

butyrate et en hydrogene par certaines especes de Clostridium.

La présence de lactate observée lors de la recirculation de l'effluent avec un traitement
thermique initial unique montre donc qu’un seul traitement va permettre de sélectionner les

Lactobacillales.

2.3.3.4. Stabilité du procédé

D’apres les résultats précédents, une production continue d’hydrogene a été observée lors
de la recirculation de l'effluent avec un traitement thermique systématique. Dans les
paragraphes suivants, cette étude c’est focalisée sur la stabilité du procédé en termes de
production de biohythane et sur les différents paramétres mesurés (conductivité, pH) afin
d’observer la stabilité globale du procédé de recirculation de I'effluent avec un traitement

thermique systématique.

e Production de biohythane

La Figure 48 présente la quantité de biohythane théorique exprimée en volume d’hydrogene

et de méthane par quantité de MV apportée par le substrat.
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B Hydrogene ™ Méthane

70

Production de biohythane (mL/gMV)

Figure 48 : Biohythane théorique produit a partir des produits issus des différentes fermentations lors de la recirculation
de I'effluent avec un traitement thermique systématique

Le rendement de méthane estimé varie entre 39,8 mLCH4/gMV pour la 1% fermentation et
35,0 mLCH4/gMV pour la 15°™ fermentation, avec une valeur moyenne de 29,7+6,9
mLCH4/gMV. Globalement, le méthane théoriquement produit grace aux métabolites issus
de la fermentation est plus faible que lors des études précédentes qui étaient de
58+3mLCH4/gMV lors de I'étude « Modification de la composition du substrat sur la
fermentation sombre » (Chapitre Ill.4) avec les mémes conditions. La recirculation de
I'effluent semble donc globalement réduire le rendement en métabolite et donc la
production théorique de méthane. Sachant que pour cette étude, le temps de réaction pour
chaque fermentation était globalement plus faible comparé a I'étude du Chapitre IIl.4
(inférieur a 5 jours contre 7,5 jours) alors la production de métabolites peut dans ce sens

étre limitée, ce qui expliquerait nos observations.

Le Tableau 44 présente le ratio Hy/(Hy+CH4 tneorique), d’apres ces résultats, le ratio a été
observé entre 0,17 pour la fermentation 4 et jusqu’a 0,41 pour la fermentation 2.
Globalement, le ratio reste aux alentours de 38 £9 %, et ne semble pas étre modifié au cours

des différentes recirculations de I'effluent.
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Tableau 44 : Ratio de biohythane théoriquement obtenu issu des produits de fermentation lors de I'étude de la
recirculation de I'effluent avec un traitement thermique systématique

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

15

16

H,

Hy + CHy théo

28 39 38 20 32 41 26 |35 41 46 40 43 43 56

41

33

D’apres ces résultats, le procédé de fermentation utilisant un systéme de recirculation du
lixiviat avec un traitement thermique a chaque cycle permet donc théoriquement une
production de biohythane continue mais variable durant toute la durée de I'expérimentation

soit sur un total de 16 fermentations (15 cycles de recirculation).

Cependant, d’un point de vue de la production finale de méthane, cela peut potentiellement
avoir un impact réduit sur le procédé a deux étapes car le substrat en sortie du réacteur de
fermentation (déchet « prédigéré ») devrait dans tous les cas étre dégradé dans un
méthaniseur. De plus, la dégradabilitée anaérobie (rendement de méthane) des déchets
FFOMs frais et des déchets « prétraités » récupérés en sortie du procédé de fermentation a
été mesurée (Annexe |). La dégradabilitée est identique pour ces deux substrats, ce qui met
en évidence que le procédé de fermentation ne devrait pas altérer la production de méthane

dans le second réacteur.

e Stabilité du procédé

La production d’hydrogene peut étre fortement impactée par certains inhibiteurs comme les
AGVs ou la force ionique. De plus, la recirculation de l'effluent peut engendrer une
accumulation de ces inhibiteurs dans la phase liquide. Dans le cas du traitement
systématique qui permet de stabiliser la production d’hydrogene, le pH et la conductivité ont

été mesurés, en début et fin de fermentation sur 16 fermentations successives (Figure 49).
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Figure 49: Etude de la variation du pH et de la force ionique lors d'un traitement systématique sur I'effluent

Le pH initial lors du lancement du premier fermenteur, lié¢ uniquement au lixiviat frais utilisé
comme inoculum, était de 8,7. Des la premiere recirculation de I'effluent, le pH initial s’est
rapidement stabilisé autour de 7,510,6, alors que les pH mesurés en fin de fermentation se
sont fixés aux alentours de 5,510,3. Le pH final se trouve ainsi dans la gamme optimale de
production d’hydrogéne et ne descend pas en dessous de la valeur critique (5,0), comme
nous lI'avons observé dans l'étude « Modification de la composition du substrat sur la

fermentation sombre » du chapitre précédent.

La conductivité, mesurée en début et fin de fermentations, reste également stable avec une
valeur moyenne en fin de fermentation de 21,4+1,6 mS/cm (valeur de 20,0 mS/cm dans le
lixiviat frais). De plus, la valeur critique de 55,6 mS/cm n’est pas atteinte ce qui permet de ne

pas étre impacté par la force ionique lors de la fermentation.
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L'absence d’accumulation d’inhibiteurs dans le milieu de fermentation est majoritairement
causée par la dilution de la phase liquide par I'ajout de lixiviat frais au début de chaque
fermentation. Par exemple, lors de I'étude de la recirculation avec un traitement
systématique environ 4716 % du volume du lixiviat étaient absorbés par les déchets FFOMs
en fin de fermentation. Cette absorption est notamment causée par la forte proportion en
déchets de types papiers et cartons. Ce résultat montre encore une fois I'importance de ce
type de déchets dans un procédé de fermentation sombre pour éviter I'accumulation

d’inhibiteur et stabiliser le procédé de fermentation.

D’aprés les analyses précédentes, une stabilité de la communauté microbienne est
également observée méme si a chaque fermentation environ 47t6% de lixiviat frais est

ajouté afin d’équilibrer le volume réactionnel.

2.4. Conclusion de I’étude de la recirculation de I’'effluent afin
de réaliser des fermentations successives

Cette étude a mis en évidence qu’un procédé de recirculation de l'effluent permettait
d’améliorer la capacité a produire de I'hydrogéne rapidement avec un temps de latence
avant apparition d’hydrogene diminué quel que soit le traitement effectué sur I'inoculum.
Cette donnée peut étre un avantage au niveau industriel pour une production plus rapide

d’hydrogene.

Cependant, pour une production continue d’hydrogene plusieurs conditions doivent étre
réunies. Tout d’abord et afin d’éviter le développement des archées méthanogenes, un
traitement thermique est nécessaire. De plus, seul un traitement thermique systématique
permet d’éviter la production de méthane et de stabiliser la production d’hydrogene au
cours des différentes fermentations. L’absence d’accumulation d’autres inhibiteurs (AGVs et
force ionique) est également fortement dépendante de la dilution de I'effluent causée par
une absorption importante de la phase liquide dans les déchets de types papiers, cartons.
Cette observation met encore une fois en évidence que la composition de la fraction
fermentescible des ordures ménageres issues de Trifyl apparait comme idéale notamment
grace a la proportion de papiers et cartons. En effet ces types de déchets ne jouent pas un

réle direct dans la production d’hydrogene mais un réle majeur dans la stabilité du procédé.
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Cependant, cette forte absorption peut étre réduite si une technique efficace est utilisée
(centrifugation) mais cela pourrait entrainer une augmentation du colt du procédé et
potentiellement une accumulation d’AGVs et de force ionique dans le milieu qu’il est

nécessaire d’évaluer.
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3. Etude du changement d’échelle sur la fermentation sombre

3.1. Problématique et objectif

L’'ensemble des résultats précédents ont montré un rendement en hydrogéne proche sur les
différentes expériences présentant des conditions opératoires identiques. En effet, lors de
I’étude « Modification de la composition du substrat sur la fermentation sombre » (Chapitre
[11.4), un rendement de 9,7+2,5 mLH,/gMV,ot (42,9£10,4 mLH,/gMVpiogechet quand les Déchets
Alimentaires étaient seulement pris en compte) a été obtenu. En comparaison, lors de
I'étude « Recirculation de Ileffluent sur la fermentation sombre » (Chapitre IV.1), les
rendements de la premiére fermentation ont été de 10,5 mLH,/gMV et 15,7 mLH,/gMV
respectivement pour les essais avec traitement thermique unique et systématique. Il est
intéressant de noter que, lors de ces deux études, deux réacteurs différents ont été utilisés.
En effet, la premiere étude a été réalisée avec des réacteurs en verre de volume total de 0,5
L (diametre : 8 cm), alors que la deuxiéme étude a utilisé un réacteur cylindrique en PVC de

volume total de 6 L (diamétre : 14 cm).

Toutefois, bien que le rendement en hydrogene ait atteint une valeur proche dans les deux
cas, la configuration du réacteur et le changement d’échelle ont potentiellement pu
impacter sur la fermentation sombre dans sa globalité. En effet, d’apres la littérature,
plusieurs parameétres sont déja connus comme pouvant affecter significativement les
performances du procédé et qui ne sont que peu considérés a petite échelle, comme le
mode de stockage du substrat, le maintien des conditions anaérobies, le traitement des
sorties de réacteurs, la récupération de I’hydrogene produit, le maintien d’'un pH homogene
dans le fermenteur, la gestion des odeurs ou encore la configuration du réacteur [142]. Plus
particulierement, ce dernier parametre peut fortement modifier le rendement en hydrogene
en fonction, par exemple, de la surface d’échange qui va permettre un transfert liquide/gaz
de I'hydrogene plus ou moins facilité ou encore la régulation de la pression dans le réacteur
qui peut induire une pression partielle en hydrogene élevée et donc générer des

modifications voire des inhibitions métaboliques [57].
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Il serait donc intéressant de travailler a échelle plus grande (pilote) avec une configuration
similaire mais adaptée afin d’évaluer les performances dans ce réacteur pilote et I'effet du

changement d’échelle.

Dans la littérature, plusieurs études sont disponibles sur les performances a une échelle
pilote. Par exemple, Lin et al. (2010) ont utilisé un fermenteur agité de 400 L et ont controlé
la température (35°C), la pression et la concentration en hydrogene. L'inoculum a été
prétraité thermiquement (100°C pendant 45 minutes) et un substrat simple (sucrose, 20
gDCO/L) a été utilisé. La stratégie de démarrage du pilote était de réaliser une premiére
étape en mode batch de deux jours, pour ensuite se placer en mode continu pendant 30
jours (TSH de 12 jours) afin d’adapter initialement la communauté microbienne issue de
boue (Clostridium butyricum et Clostridium pasteurianum) [142]. La productivité maximale a
été observée a une valeur de 0,256 L/L/h et un rendement de 1,01 molH,/Molsycrose. Cavinato
et al. (2012) ont également réalisé un procédé a deux étapes avec un réacteur de
fermentation suivi d’un réacteur de méthanisation tous les deux en continu (TSH : 3,3 et 12,6
jours respectivement) d’un volume de 200 et 760 L, respectivement [128]. Lors de cette
étude, une productivité de 0,042 L/L/h a été observée et un rendement de 66,7+14,66
mLH,/gMV en utilisant des déchets alimentaires comme substrat. Cependant, ses études ont
toutes travaillé sur des réacteurs continus et mélangés et donc la comparaison avec notre
propre étude reste limitée. De maniere générale, les performances observées a I'échelle
pilote sont plus faibles que les performances référencées a une échelle laboratoire. A titre
de comparaison, une étude réalisée par Ren et al. (2010) en réacteur CSTR a une échelle
laboratoire a, en effet, observé une productivité maximale plus élevée (0,405 L/L/h) en
utilisant de la molasse comme substrat, une température mésophile (35°C) et un temps de
séjour hydraulique de 6 heures [224]. Une autre étude a I’échelle laboratoire a montré une
productivité d’hydrogéne de 0,200 L/L/h en utilisant des déchets alimentaires comme

substrat, une température de 37°C et un pH entre 5 et 6 [225].

L'objectif de ce chapitre a donc été de réaliser un changement d’échelle pour étudier le
rendement d’hydrogene sujet aux modifications de la configuration du réacteur. Pour cela,
afin d’avoir une premiere idée de limpact du dimensionnement sur la production
d’hydrogene, le mode de fonctionnement a été identique, en réalisant des essais dans un

réacteur pilote de type batch et non mélangé. Cette étude nous a permis de comparer la
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production d’hydrogene avec les essais en fioles de 0,5 litre et de 6 litres comme présentés

précédemment.

3.2. Déroulement de I’étude

Le fermenteur utilisé était un réacteur pilote avec un volume total et un volume de travail de
60 et 20 L, respectivement (Figure 50). Les caractéristiques sont présentées dans le chapitre
2 «Matériel et Méthodes ». Une température mésophile (37°C) et une siccité de 15% ont été
appliquées, sans régulation de pH. Un traitement thermique a préalablement été réalisé sur
I'inoculum (90°C pendant 30 minutes). Le volume total de biogaz produit a été mesuré
guotidiennement et la composition du biogaz a été analysée par GC. Deux expériences
identiques ont été réalisées avec un temps de réaction de 7 jours. Ces deux expériences
correspondent a des réplicats. Le substrat était identique a celui utilisé dans les autres
études, a savoir la fraction fermentescible des ordures ménageres reconstitué issu du

MODECOM réalisé chez Trifyl.

pH-métre

Entrée d’eau
thermostaté

Débitmetre

Figure 50 : Réacteur pilote
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3.3. Résultats de I’étude du changement d’échelle

3.3.1.Etude de la fermentation sombre sur un réacteur pilote

La Figure 51 représente la composition du biogaz en fonction du temps pour les deux
réacteurs. Lors de la phase de production d’hydrogéne (1-3 jours), le biogaz est composé de
34,5% et 65,5% d’hydrogene et de dioxyde de carbone, respectivement avec une tendance a
diminuer entre le jour 1 et 3 (diminution de 17%). De plus, une apparition de méthane a été
observée dans le biogaz apres le 3eme jour pour atteindre une proportion de 8,24 % au 7°8me

jour.
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Figure 51 : Analyse du biogaz produit lors des fermentations

La Figure 52 représente la production cumulée d’hydrogeéne mesurée lors des deux
expériences de fermentation. Une bonne reproductibilité a été observée entre les deux
expériences. La production d’hydrogéne augmente de facon importante les trois premiers
jours, puis une faible production est observée jusqu’au 7°me jour. Ce résultat met en
évidence qu’une fermentation de 3 jours est suffisante pour produire entre 83 et 89% de

I’hydrogéne total.
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Figure 52 : Suivi de la production d'hydrogéne cumulé pour la fermentation réalisée en duplicata

Le Tableau 45 représente les parametres liés a la production d’hydrogene a savoir le
rendement en hydrogene, le volume total d’hydrogeéne produit, la vitesse maximale de
production d’hydrogéene et le temps de latence avant apparition d’hydrogene estimé a partir

de I'équation modifiée de Gompertz.

Tableau 45 : Analyses liées a la production d'hydrogéne pour les deux réacteurs de fermentation

Rendement en Vitesse de
. . Temps de s
- hydrogene Volume | production Conductivité
Expérience ) maximale latence H; (mS/cm)
mLHZ/gMV LHZ/Lréacteur (mL/gI\/IV/h) (hEUFES)
Réacteur 1 38,7 3,8 75,7 1,16 1,3
. 20,8428
Réacteur 2 37,7 3,5 69,9 0,98 1,7

Le rendement en hydrogéne est proche pour les deux expériences avec un rendement
moyen de 38,2+0,7 mLH,/gMV et une vitesse maximale moyenne de 1,07%0,13
mLH,/gMV/h. Cette valeur est nettement plus élevée que celle observée dans les études
précédentes comme le montre le Tableau 46 qui s’élevait a 9,7+2,5 et a 10,5 et 15,8
mLH,/gMV pour I'étude du Chapitre 111.4 et IV.1 respectivement. Néanmoins, cette valeur est
proche de I'étude de Liu et al. (2006) qui ont obtenu un rendement de 43 mLH,/gMV a partir
de la fraction fermentescible des ordures ménageres en utilisant une culture mixte a

température mésophile (37°C) [72].
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Concernant le temps de latence, celui-ci est faible, avec un début de production d’hydrogéne
des 1,3 et 1,7 heure apres le lancement du réacteur. Le volume d’hydrogene produit cumulé
au bout de 7 jours a été de 75,7 et 69,9 Litres, ce qui correspond a un volume d’hydrogene

produit par volume de réacteur de 3,8 et 3,5 LHy/Lrsacteur-

Si les résultats observés sont comparés avec les deux expériences réalisées a I'échelle du
laboratoire dans des conditions identiques, alors des différences peuvent étre relevées

(Tableau 46).

Tableau 46: Comparaison des résultats de la production d'hydrogéne sur trois études avec les conditions identique
(siccité : 15%, pH non régulé, T°C : 37°C, traitement thermique)

T
Etude Rendement H, | Vitesse max de production | Latence H, av:r?:zsl‘-l
a4
(mLH2/gMVior) (mLH,/gMV/h) (heures) (heures)
Modification substrat
(Chapitre 111.4) 9,7+2,5 0,84+0,46 15,34+5,4 0
Recirculation effluent
(Chapitre IV.1) 10,5 - 15,8 0,35 —1,09+0,52 10,1 - 25,3 127,9-0
Réacteur pilote 38,2+0,7 1,07+0,13 1,5+0,3 72

Comme expliqué précédemment, une nette différence a été observée entre cette étude et
les études précédentes. En effet, lors de cette étude, le rendement est environ 4 fois plus
élevé que le meilleur rendement mesuré a [I'échelle du laboratoire. Cependant,
contrairement a la littérature comme cité précédemment (Chapitre IV - 2.1), les
performances en hydrogene sont plus élevées a I’échelle pilote qu’a I'échelle laboratoire ce
qui pourrait signifier que la configuration du réacteur a potentiellement joué, dans notre cas,

un réle majeur sur les résultats observés.

De plus, le temps de latence évolue en fonction des études, et en particulier le temps de
latence de I’hydrogene qui est tres court dans le cas de la fermentation a I’échelle pilote
(1,5£0,3 heures) : ce temps est beaucoup plus court, de I'ordre d’un facteur dix, par rapport
aux expériences a I'échelle du laboratoire. Enfin, I'apparition de méthane a été observée
dans cette étude et dans I'étude « Recirculation de I'effluent sur la fermentation sombre »
apres 72 et 127,9 heures de réaction, respectivement. L’apparition rapide de méthane au
cours de I'expérience a I'échelle pilote met en évidence la difficulté d’inhiber les archées

méthanogenes productrices de méthane méme apres traitement thermique. La faible
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efficacité du traitement thermique peut étre liée au volume de lixiviat traité (15 L) a I'échelle
du laboratoire, ce qui rend plus difficile d’obtenir une bonne homogénéité de traitement.
Cette étude montre donc qu’a une échelle pilote, le traitement thermique doit étre mieux

maitrisé afin de le rendre efficace.

Lors de cette étude, la vitesse maximale observée (1,07£0,13 mLH,/gMV/h) était identique a
la vitesse maximale obtenue lors de I'étude du Chapitre IV.1 lorsqu’une production continue
en hydrogéne avait été observée (traitement systématique) avec une valeur de 1,09+0,52
mLH,/gMV/h. De plus la vitesse maximale obtenue lors de I'étude du Chapitre IIl.1
(0,84+0,46 mLH,/gMV/h) est également assez proche ce qui met en évidence que méme i le

rendement en hydrogene varie, la productivité reste identique quelle que soit I'étude.

Le pH a également été mesuré au cours du temps pour les deux expériences (Figure 53). On
remarque que celui-ci diminue trés fortement les 3 premiers jours jusqu’a 5,3 (initialement a
8,8), en lien avec la dégradation biologique. Par la suite, une faible diminution du pH est
observée qui passe de 5,6 au 3eme jour a 5,3 au jour 7. Ce phénomene met en évidence que
les AGVs, qui engendrent une diminution du pH lors de leurs accumulations, sont donc
majoritairement produits les trois premiers jours de fermentation, c’est-a-dire, en méme
temps que I'’hydrogene. En comparant avec les données des autres études, on remarque que
cette valeur est proche de I'étude du Chapitre IV.1 (5,5+0,3) et un peu plus éloigné de
I’étude Chapitre IIl.4 (6,210,2). Mais la tendance reste la méme avec une stabilisation du pH

dans une gamme optimale pour la production d’hydrogene [57].
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Figure 53 : Suivi du pH pour la fermentation réalisée en duplicata
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Le Tableau 47 représente le rendement des métabolites produits lors de la fermentation
dans le réacteur pilote. Lors de cette étude, le rendement total a été observé a une valeur de
470+100 mgDCO/gMV. De plus, les produits majoritaires étaient le butyrate (150+30
mgDCO/gMV) et I'acétate (11030 mgDCO/gMV). Cette étude n’a pas montré la présence de

lactate dans le milieu.

Tableau 47 : Analyses des composés majoritaires en fin de fermentation

Concentration
Composé
(mgDCO/gMV)
Total DCO (mgDCO/gMV) 470+100
Acétate (mgDCO/gMV) 110430
Propionate (mgDCO/gMV) 30+10
Butyrate (mgDCO/gMV) 150430
Ethanol (mgDCO/gMV) 10+20

Le Tableau 48 permet de comparer les données sur la production des métabolites entre les
différentes études. D’aprés ce tableau, on peut observer que le rendement des métabolites
a été plus important, d’un facteur 2 environ, dans le cas du réacteur pilote (470+100
mgDCO/gMV) par rapport a I'échelle du laboratoire. Bien que le rendement en métabolite
soit supérieur lors de cette étude, aucune modification des voies métaboliques empruntées
n’a été observée comparé aux études précédentes. En effet, les produits majoritaires étaient
le butyrate et 'acétate et représentaient 55% des métabolites totaux lors de I’étude avec le

réacteur pilote ainsi que 57 et 62% pour I'’étude du Chapitre 111.4 et IV.1 respectivement.

Tableau 48 : Comparaison de la fermentation sombre sur les différentes études

Etude Bu/Ac Métabolites Méthane théorique
(mol/mol) | (mgDCO/gMV) (mLCH4/gMV)
Modification du substrat
(Chapitre II1.4) 0,92 230+10 5843
Recirculation de I'effluent
(Chapitre IV.1) 0,88 - 0,53 190-170 29,746,9
Réacteur pilote 0,55 470+100 86,5
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De plus, d’aprés les valeurs du ratio Bu/Ac (mol/mol), la fermentation effectuée a I'échelle
pilote a montré une production d’acétate largement supérieure par rapport au butyrate
(0,55). Ce ratio a été le plus faible obtenu alors que I'étude du Chapitre I11.4 a montré le ratio
le plus élevé (0,92). Cependant, dans tous les cas une production d’acétate et dominante par
rapport a la production de butyrate. L'étude de Lin et al. (2010) travaillant sur une échelle
pilote (400 L) dans un réacteur de type continu et agité a également observé un ratio Bu/Ac

proche avec une valeur de 0,78 [142].

Enfin, la production de méthane théoriquement produit par la dégradation des métabolites
issus de I'étape de fermentation a été calculée lors de cette étude et atteint pres de 86,5
mLCH,4/gMV. Cette valeur est supérieure a la valeur moyenne observée dans I'étude du
Chapitre 1V.1 qui était de 29,7+6,9 CH,/gMV ainsi que celle observée lors de I'étude du
Chapitre 111.4 ou, avec les mémes conditions, la production de méthane théorique a été

observée a 58+3 mLCH,4/gMV.

Ces résultats montrent encore une fois une variabilité de la fermentation sur des
expériences possédant des conditions opératoires identiques avec un dimensionnement
différent. Ce qui conforte I'hypothése de l'impact du changement d’échelle sur Ia
fermentation sombre. Cependant, les causes de cette variation peuvent étre multiples
(pression partielle en hydrogéne, hauteur du milieu, difficulté technique de traitement a

grande échelle...).

Afin d’émettre des premieres hypotheses sur la cause de ces variations le Tableau 49
regroupe les données du dimensionnement des différents réacteurs utilisés afin de pouvoir
les comparer. D’apres ce tableau, on constate que pour chaque réacteur, le volume de
I'espace de téte différait. En effet, un espace de téte de 0,1 L a été observé lors de I'étude du
Chapitre 111.4, alors que pour I"’étude du Chapitre 1V.1, celui-ci était de 3L. L'espace de téte le
plus grand a été observé lors de I'étude a I’échelle pilote avec un volume de 40 L. De plus, la
méthode de régulation de pression était différente avec une régulation effectuée par la
micro-GC toutes les 4 heures lors de I'étude du Chapitre Ill.1 alors qu’un débitmeétre avait
été utilisé pour I’étude du Chapitre 1V.1 et pour le réacteur pilote ce qui permettait de rester
a la pression atmosphérique. Concernant la hauteur du milieu qui est caractérisée par le

ratio surface d’échange sur le volume de réaction, celle-ci a été observée comme la plus
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élevée pour I'étude « Impact de la recirculation de I'effluent sur la fermentation sombre»
(Chapitre IV.1) (24 cm) et la plus faible pour I'étude « Modification de la composition du

substrat sur la fermentation sombre » (Chapitre 111.4) (8 cm).

Tableau 49 : Dimensionnement des réacteurs utilisés

. , . Hauteur du Rendement
Parametres du | Régulation Espace de .
Ftude réacteur de Pression téte milieu H2
(mLH2/gMV)
Modification du Vol : 0.4 L _ 8cm
substrat Diametre : 8 cm Micro-GC 0,1L 9,7+2,5
(Chapitre 111.4) '
Recirculation de Vol :3,7L 24 cm
I'effluent Diametre : 14 Débitmeétre 3L 10,5 - 15,8
(Chapitre IV.1) cm
Vol : 20 L 18 cm
Réacteur pilote Diameétre : 37 | Débitmetre 0L 38,2+0,7
cm

Les modifications observées dans les différentes configurations des réacteurs peuvent étre
potentiellement une des raisons des variations dans les rendements en hydrogéne et
métabolites observées. En effet, dans ce sens certaines hypotheéses peuvent étre soulevées.
Tout d’abord pour I'étude du Chapitre 111.4 des réacteurs batchs ont été utilisés et connectés
a une micro-GC qui permettait de réaliser une dépressurisation toutes les 4 heures du

réacteur (Figure 54).

reacteurs_08-Pression_Pressionl

3 (Bars)
2 (Bars)

1 (Bars)
17:00 2.Jun 05:15 09:30 17:30

Figure 54 : Régulation du pH des réacteurs batch lors de I'étude « Modification de la composition du substrat sur la
fermentation sombre »

Cependant, d’aprés les résultats collectés, la production d’hydrogéne est trés rapide (les
trois premiers jours), et une pression élevée notamment en hydrogene était observée avant
chaque dépressurisation (supérieure a 3 bars) soit une pression partielle en hydrogéne dans
I'espace de téte de 0,9 bar. D’apres la littérature, la pression partielle en hydrogene est un

élément inhibiteur qui peut perturber la production d’hydrogene. En effet, de fortes
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concentrations en hydrogene dissous dans le réacteur peuvent rendre
thermodynamiquement défavorable la conversion du NADH en hydrogene effectuée par les
hydrogénases [114]. Les hydrogénases sont impliquées dans I’oxydation et la réduction de la
ferredoxine et si la concentration en hydrogéne augmente dans le milieu, alors I'oxydation
de la ferredoxine devient moins favorable et entraine une diminution de la production
d’hydrogéne [95]. De plus, Bastidas-Oyanedel (2012) ont indiqué qu’a partir d’une pression
partielle en hydrogéne de 0,4 bar cette réaction devient défavorable [226]. Ce qui pourrait

expliquer, en partie, le faible rendement en hydrogene observé lors de cette étude.

Cependant, la différence observée sur les rendements en hydrogéne entre le réacteur pilote
(38,2+0,7 mLH,/gMV) et I'étude du Chapitre 1V.1 (10,5 - 15,8 mLH,/gMV), qui ont utilisés le
méme systeme de régulation de pression (débitmetre), reste néanmoins encore a étre

élucidée et peut faire I'objet d’une étude future.

3.4. Conclusion

La suivi de la production d’hydrogene dans un réacteur batch pilote non mélangé a permis
de mettre en évidence que la fermentation est essentiellement réalisée sur les 3 premiers
jours. En effet, 87+3% de I'hydrogéne est produit les 3 premiers jours. De plus, augmenter le
temps de réaction au-dela de 3 jours va entrainer une potentielle apparition de méthane et
un faible gain de production d’hydrogene. Afin d’optimiser un réacteur de fermentation, il

n’est donc pas nécessaire de fixer un temps de séjour plus élevé que 3 jours.

L’apparition de méthane apres 3 jours de fermentation a néanmoins mis en évidence la
difficulté de réaliser un traitement thermique efficace lorsqu’un volume important en lixiviat
est utilisé. Cependant en utilisant du matériel adapté, cette problématique peut étre

solutionnée.

L'étude du changement d’échelle a permis de mettre en évidence que le dimensionnement
du réacteur joue un r6le important sur le rendement en hydrogene. En effet, I'espace de
téte ou encore la régulation de la pression dans le réacteur peut impacter le rendement final
en hydrogene et métabolites. Cette étude a donc soulevé la problématique de I'impact du

dimensionnement sur la production d’hydrogéne qui reste encore a étre étudié en détail.
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4. Conclusion du chapitre portant sur la robustesse et stabilité du
procédé de fermentation dans le cadre d’'un couplage avec un
réacteur de méthanisation

Ces deux études ont permis d’améliorer la compréhension du procédé de fermentation
envisagé sur le site de Trifyl, et de dresser des recommandations quant aux conditions

opératoires et au dimensionnement du réacteur de fermentation.

Dans une premiere étude, I'importance d’un traitement thermique systématique sur la
phase liquide lors de chaque recirculation de I'effluent a été prouvée. Bien que cela ait un
colt supplémentaire sur le procédé, il est nécessaire d’effectuer ce type de traitement afin
d’éviter la production de méthane dans le réacteur de fermentation. En effet, I'apparition
rapide de méthane dans le procédé de recirculation sans traitement ou avec un traitement
thermique unique a confirmé la nécessité d’incorporer cette étape dans un procédé

industriel.

Avec ce mode de fonctionnement du procédé, la production d’hydrogéne est stable au cours
des batchs successifs. La teneur en composés potentiellement inhibiteurs dans I'effluent se
situe en dessous du seuil d’inhibition (<55,6 mS/cm), et le pH reste dans une gamme
optimale pour la production d’hydrogene: la stabilisation de ces valeurs est principalement
lie a la dilution de lI'effluent par I'ajout de lixiviat frais, nécessaire pour contrer le pouvoir
adsorbant des déchets de types papiers, cartons et déchets de jardin. Ces résultats mettent
encore une fois en avant I'importance de ce type de déchets pour le maintien des conditions

idéales pour une fermentation optimale.

Cette étude a également mis en avant que la recirculation de I'effluent va entrainer un
changement des communautés microbiennes fermentaires, et en particulier le

développement des Lactobacillales et des Clostridiales.

La deuxieme étude, porté sur la réalisation de la fermentation sombre a une échelle pilote a
permis d’améliorer la compréhension et les limites de la fermentation sombre liées au
changement d’échelle ainsi qu’a la configuration du réacteur. En effet, tout d’abord, cette
étude a mis en évidence que le temps optimal pour la production d’hydrogéne est de 3

jours, une plus longue durée de réaction pouvant entrainer un risque d’apparition de
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méthane par le développement d’archées méthanogenes. Si le temps de réaction est poussé
a 7 jours, la majorité de I’'hydrogéne produit est réalisée les 3 premiers jours (de 83 a 89%).
Cependant, cette étude a soulevé la problématique de I'impact du dimensionnement sur la
production d’hydrogéne qui reste encore a étre étudié en détail (régulation de la pression

partielle en hydrogene, hauteur du milieu de réaction).
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La nécessité de valoriser les déchets ménagers couplée a I'intérét porté sur I'utilisation de
I'hydrogéne dans le secteur des transports répond aux enjeux de développer une société
plus durable basée sur une économie dite circulaire pour réduire notre impact
environnemental et notre dépendance énergétique. Ce contexte général a encouragé Trifyl
en collaboration avec I'INRA (LBE) de réaliser cette thése soutenue financierement par
I’ADEME. L’objectif principal de ce doctorat a été d’optimiser un procédé en deux étapes
pour la production de biohythane (H,/CH,) a partir de la fraction fermentescible des ordures
ménageres dans le but, a terme, d’intégrer ce procédé dans les solutions industrielles pour la
valorisation des déchets ménagers. La méthanisation étant un procédé déja mature, ce
travail de these s’est plus particulierement intéressé au procédé de fermentation sombre
permettant de produire de I’hydrogene par voie biologique, et correspondant a la premiere

étape du procédé envisagé.

Durant cette these, afin de se rapprocher des conditions réelles, une FFOM reconstituée
ainsi que du lixiviat initialement utilisé pour la percolation des bioréacteurs implantés sur le
site de Trifyl (syndicat de traitement des déchets ménagers du Tarn) ont été utilisés. Le
lixiviat présente un double intérét qui est d'une part, d’apporter la communauté
microbienne productrice d’hydrogene et d’autre part, d’apporter la quantité d’eau
indispensable pour une production optimale d’hydrogene. Le choix de réaliser le travail
expérimental avec un substrat modele issu de la reconstitution du MODECOM de Trifyl a
permis d’utiliser non seulement un substrat proche des conditions réelles mais aussi un
substrat homogene et stable dans le temps, afin de pouvoir comparer les expériences
réalisées au cours des 3 années du doctorat. De plus, durant cette these, le procédé envisagé
afin d’étudier les conditions optimales pour la production d’hydrogéne était de type batch

non mélangé.

Dans ce contexte, la thése s’est focalisée dans un premier chapitre sur I'optimisation
de la production d’hydrogéne par fermentation sombre. Pour ce faire, une premiere partie
s’est intéressée a la présence d’inhibiteurs régulierement cités comme problématiques lors
de l'utilisation de lixiviat et de FFOM, a savoir I'azote ammoniacal et plus particulierement
I'ammoniac. Cette étude s’est ensuite penchée sur une inhibition plus globale causée par la
force ionique liée a la charge de la solution. Nous avons montré que l'effet inhibiteur
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observé sur le rendement en hydrogene provenait principalement de la force ionique et non
de I'ammoniac présent dans le milieu, tel qu’il I'avait été préalablement décrit dans la
littérature. Cette étude a permis dans un premier temps de mettre en évidence que la force
ionique de la solution pouvait impacter négativement I'activité globale des microorganismes
et notamment des bactéries de types Clostridiaceae et Enterococcaceae. La force ionique de
la solution étant un parametre difficile a mesurer dans une unité industrielle, nous avons
également montré que la conductivité électrique, qui est un moyen rapide et peu coliteux a
mettre en place sur un site en exploitation, est une mesure fiable pour identifier cette
inhibition. L’étude de I'utilisation de la conductivité pour prédire l'inhibition du rendement
en hydrogéne a permis de fixer un seuil critique équivalent a 55,6 mS/cm représentant une
diminution de 50% du rendement en hydrogeéne comparé au test témoin sans ajout d’ions
dans le milieu. Par conséquent, la mesure en ligne de la conductivité peut étre une solution
fiable pour le suivi d’un procédé industriel. De plus, I'avantage d’une telle mesure est qu’elle
ne pourrait dépendre ni du substrat, ni d’un ion spécifique et donc peut étre
potentiellement utilisée dans n’importe quel type de fermentation. Les résultats de cette
étude ont également mis en évidence une diminution du rendement en métabolites en
fonction de la force ionique ce qui peut signifier que cette technique est potentiellement
applicable sur d’autres procédés de fermentation comme, par exemple, des réacteurs

d’hydrolyse.

Dans une deuxieme partie du chapitre consacré a I'optimisation de la production
d’hydrogene par fermentation sombre, I'évaluation de l'effet des parametres pouvant
impacter la fermentation sombre a été réalisée. Il a été décidé de se focaliser plus
particulierement sur les parametres liés au contexte industriel : température, taux de
matiére seche (siccité), pH, concentration en azote ammoniacal et caractéristique du

substrat.

Tout d’abord, un plan d’expérience a été réalisé sur quatre facteurs (pH initial,
température, siccité et concentration en azote ammoniacal). Il a été mis en avant que le
rendement en hydrogene était identique sur la gamme de pH initial utilisée (5 — 8) ce qui
montre une grande liberté d’action par rapport a ce facteur. En effet, en fin de fermentation
le pH tend vers une valeur de 5,51£0,2 qui est reportée comme optimale pour la production
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d’hydrogene. Le pH n’ayant pas besoin d’étre régulé dans la partie fermentation sombre du
procédé, cela va a priori diminuer les colts du procédé. D’un point de vue statistique, seules
la siccité et la concentration en azote ammoniacal possedent un impact significatif sur le
rendement en hydrogéne. Sur la gamme étudiée en azote ammoniacal (1 — 5 g/L),
'augmentation de la concentration améliore le rendement en hydrogéne : ce résultat
permet de conforter 'utilisation du lixiviat présent sur le site de Trifyl, qui possede une
concentration initiale en azote ammoniacal de 4,0+0,8 g/L. De plus, d’aprés ce plan
d’expérience, le rendement en hydrogéne est optimal pour une siccité autour de 11,5%.
Enfin, grace a cette étude, nous avons observé que [l'utilisation d’'une température
mésophile et thermophile n’avait pas d’impact significatif sur le rendement en hydrogéene.
Cependant, une différence significative a été mise en évidence tant sur la production d’AGVs
que sur l'apparition de méthane. En effet, une apparition plus fréquente de méthane a été
observée a 55°C ce qui peut altérer les performances du réacteur. De plus, concernant le
rendement en AGVs, nous avons montré qu’a 55°C, le rendement en AGVs était plus faible
gu’a 37°C, ce qui met en évidence que l'inoculum utilisé était moins adapté a une
fermentation a 55°C. Dans le but de coupler le procédé de fermentation a un procédé de
méthanisation, I'amélioration du rendement en AGVs et donc I'amélioration de la
dégradation du substrat dans I'étape de fermentation est bénéfique et par conséquent, la

température de 37°C est fortement conseillée.

Dans une derniere partie de ce chapitre, nous avons démontré que les déchets de
types papiers, cartons et déchets de jardin étaient nécessaires pour obtenir un rendement
optimal en hydrogene. En effet, sans ce type de déchets, I'acidogenese va induire un pH
inférieur a 5 qui est en dehors de la gamme optimale pour la production d’hydrogene. Un
changement de voie métabolite est également observé avec une production majoritaire de
lactate. L’ajout déchets de types papiers, cartons et déchets de jardin va donc améliorer le
rendement en hydrogéne en stabilisant le pH autour d’un seuil optimal (6,2) en évitant une
chute drastique du pH quelle que soit la proportion en papiers, cartons et déchets de jardin
introduits. De plus, la proportion de papiers, cartons et déchets de jardin n’a pas d’impact
sur le rendement en métabolites, ni sur les voies utilisées lorsque cette proportion est

comprise entre 35 et 56% du substrat frais.
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Le premier chapitre de résultats, centré sur I'optimisation de la fermentation sombre,
a donc permis d’acquérir une meilleure connaissance des conditions opératoires favorables
pour un rendement en hydrogene optimal. Dans une deuxieme partie, I'intégration de ces
connaissances a une étude sur la robustesse et stabilité du procédé de fermentation dans le
cadre d’un couplage avec un réacteur de méthanisation a été effectuée. Les travaux réalisés
dans ce chapitre nous ont permis d’appréhender la mise en place d’un réacteur de

fermentation dans un procédé global et donc d’étudier les limites d’un tel procédé.

Pour cela, une premiere partie a consisté a étudier un procédé de recirculation de
I'effluent au cours de fermentations successives. L'intérét d’un tel procédé est qu’il permet
d‘une part de sélectionner peu a peu des microorganismes fermentaires et hydrolytiques
adaptés au substrat et, d’autre part, d’ajuster le pH pour ainsi stabiliser la production
d’hydrogéne dans le temps. Cependant, la recirculation de leffluent peut entrainer
I'accumulation de plusieurs inhibiteurs comme les AGVs, la force ionique ou encore le
développement de microorganismes consommateurs d’hydrogene et notamment les
archées méthanogenes. L'objectif de cette étude a donc été d’étudier I'impact de la
recirculation de I'effluent pour des fermentations successives avec une attention particuliere
sur 'accumulation des inhibiteurs et la robustesse/stabilité du procédé. Dans ces travaux,
plusieurs stratégies de recirculation des effluents ont été testées : recirculation directe de
I'effluent (sans traitement), traitement thermique initial du lixiviat puis arrét du traitement
lors des cycles suivants, et traitement thermique systématique du lixiviat et de I'effluent en

début de chaque cycle.

Cette étude a permis de mettre en évidence que pour une production stable
d’hydrogéne au cours du temps, plusieurs conditions devaient étre réunies. En effet, afin
d’éviter le développement des archées méthanogenes, un traitement thermique préalable
de la phase liquide est nécessaire. Nous avons démontré que seul un traitement thermique
systématique permettait d’éviter la production de méthane au cours des différentes
fermentations. De plus, I'absence d’accumulation d’autres inhibiteurs (AGVs et force
ionique) était fortement dépendante de la dilution de I'effluent causée par une absorption
importante de la phase liquide dans les déchets de types papiers, cartons. La recirculation de

I'effluent avec un traitement systématigue a montré une sélection de la communauté
y
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microbienne avec deux microorganismes majoritaires qui sont les Clostridiales et les
Lactobacillales. 'absence de lactate dans certaines fermentations met en évidence que
celui-ci semble étre consommeé (avec l'acétate) pour produire de I'hydrogene et du butyrate.
De plus, une recirculation de l'effluent pour des fermentations successives montre une
production de métabolites fortement variable dans le temps, ce qui met en évidence la

difficulté de stabiliser un tel procédé.

La difficulté a stabiliser le rendement en hydrogéne ou en métabolites au cours des
études réalisées avec différents réacteurs a mis en avant que la configuration du réacteur
pouvait jouer un réle non négligeable dans les performances de la fermentation sombre.
Dans ce sens, une derniere série d’expérience a été consacrée a la production d’hydrogene
dans un réacteur pilote permettant ainsi de s’intéresser a la problématique de I'impact du
changement d’échelle sur la fermentation sombre. Lors de cette étude, la mesure de pH et
de la production d’hydrogene dans le réacteur pilote durant 7 jours a permis montrer que la
fermentation était essentiellement réalisée sur les 3 premiers jours avec 87+3% de
I'hydrogéne produit. Augmenter le temps de réaction au-dela de 3 jours va entrainer une
apparition de méthane et un faible gain de production d’hydrogene. Afin d’optimiser un
réacteur de fermentation, il n’est donc pas nécessaire de fixer un temps de séjour plus élevé
qgue 3 jours. De plus, durant cette expérience, la fermentation sombre a montré un
rendement plus élevé que les études précédentes (Chapitre 1ll.4 et Chapitre 1V.1), en
hydrogene et autres métabolites avec une amélioration moyenne de 74% et 58%,
respectivement. Ce travail a donc permis d’observer que le dimensionnement du réacteur
pouvait jouer un réle primordial sur le rendement en hydrogene. En effet, le procédé de
régulation du biogaz dans le réacteur ou encore la hauteur du milieu qui peut impacter le
transfert liquide/gaz de I’hydrogéne pouvait potentiellement avoir un effet sur les variations
du rendement observées. Cette étude a donc soulevé la problématique de I'impact du

dimensionnement sur la production d’hydrogene qui reste encore a étre étudié en détail.

Le travail expérimental réalisé au cours de cette these a donc permis de faire
ressortir les conditions opératoires propices pour un rendement optimal en hydrogéne tant
du point de vue du milieu de fermentation que du procédé global mettant en lien les
conditions idéales avec les conditions réalisables a I'échelle industrielle. Ces conclusions ont
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montré que la fermentation sombre était robuste sur plusieurs points tels que le pH, la
concentration en azote ammoniacal, la proportion de papiers, cartons et déchets de jardin
dans les FFOMs ou encore la stabilité du procédé de recirculation avec un traitement
thermique systématique. Cependant au niveau du dimensionnement du réacteur, des points

restent néanmoins a étre élucidés afin de comprendre une telle variation des résultats.

Au regard de I'ensemble des résultats obtenus, les principales perspectives de recherches et

industrielles qui pourraient étre mises en ceuvre sont décrites ci-dessous.

Dans un premier temps, il serait intéressant d’avoir une meilleure compréhension des
mécanismes liés au procédé de fermentation, c’est-a-dire en culture mixte avec un substrat

complexe (fraction fermentescible des ordures ménageéres).

Tout d’abord, une hypothése régulierement soulevée lors de cette these a été de dire
gue les bactéries homoacétogenes pouvaient étre la cause de la consommation d’une partie
de I’hydrogene produit. D’apres la littérature, I’'homoacétogénese est souvent citée comme
un des facteurs principaux limitant le rendement final en hydrogene (consommation de 11 a
43% de I’hydrogene produit) [53,90,213,227]. Cependant peu de solutions existent a I’heure
actuelle pour éviter le développement des homoacétogenes. En effet I'élimination des
homoacétogenes reste plus difficile a réaliser que les méthanogenes du fait de leurs
diversités phylogénétiques [53]. Une étude poussée sur la compréhension du mécanisme de
consommation de I’hydrogéene par homoacétogénése permettrait de cibler de facon précise
ce type de bactéries dans nos conditions (déchets FFOM, lixiviat). Il sera ainsi plus aisé
d’étudier leurs capacités a consommer I'hydrogéne et enfin d’étudier une solution pour
limiter voire éviter cette consommation pour, a terme, améliorer le rendement final en

hydrogene.

De plus, ayant étudié un procédé global sur un substrat modele, il serait intéressant
d’élargir la nature des matiéres organiques utilisées afin d’observer les variations sur la
fermentation sombre. En effet, d’apres la littérature, le potentiel hydrogéne est propre a

chaque substrat et est fonction de la complexité de leur composition [57]. Lors des travaux
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de these, les conditions idéales ont été fixées afin d’optimiser la fermentation sombre sur un
substrat de type FFOM en utilisant toujours le méme inoculum (lixiviat). Cependant, une
étude intéressante a réaliser serait d’observer si une modification du substrat (biodéchets,
déchets alimentaires, ordures ménageres brutes) entraine une modification des conditions
opératoires optimales et de la communauté microbienne qui se développe dans le milieu de
fermentation [228]. Enfin, il serait intéressant, dans un procédé de recirculation de I'effluent,
d’observer I'impact de I'utilisation de différents substrats en modifiant ou non les conditions
opératoires (température, siccité) a chaque recirculation pour obtenir un rendement optimal
en hydrogene. Ainsi, cette étude permettrait de mieux appréhender la flexibilité et la

robustesse d’un tel procédé de fermentation en fonction de la variation du substrat.

D’un point de vue du procédé, plusieurs perspectives plus appliquées sur I'étude de
I’'amélioration des performances seraient également intéressantes a approfondir. En effet, il
semble nécessaire d’élucider I'origine de la variabilité du rendement en hydrogene observé
lors des différentes expériences menées au cours du doctorat. En effet, d’'un point de vue
industriel, un procédé de fermentation stable dans le temps est un avantage conséquent qui

permet de faciliter grandement le controle du procédé et donc la maitrise de son co(t.

Comme soulevé dans le dernier chapitre, cette variabilité peut provenir du
dimensionnement du réacteur (régulation de la pression du réacteur, transfert d’hydrogéne
liquide/gaz). Le transfert liquide/gaz est notamment un phénomeéne qui a déja été étudié
dans une these précédente (Cazier, 2015) qui a mis en évidence qu’en digestion anaérobie
avec de fortes teneurs en matiere séche (supérieures a 15%), une inhibition était observée
due a une diminution du transfert interfacial gaz/liquide au sein du milieu. De plus, cette
diminution du transfert engendrerait par conséquent des accumulations locales d’inhibiteurs
et notamment d’hydrogéne (pression partielle en hydrogéne) qui va en résulter une

inhibition de I’hydrolyse [229].

Le transfert de gaz entre la phase liquide et I'espace gazeux de téte doit donc faire
I'objet d’une étude plus approfondie. En effet, ce transfert peut étre amélioré si la surface

d’échange entre la phase liquide et I'espace de téte est augmentée. En ce sens, il serait
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intéressant d’étudier avec des conditions opératoires identiques (pH, température, lixiviat,
siccité, régulation de pression...) plusieurs réacteurs dont le diamétre varie sans modification
de la hauteur du milieu de réaction. Si une modification du rendement est observée, alors il
sera plus facile de faire une corrélation entre I'impact du dimensionnement du réacteur et le
rendement en hydrogene. De plus, une étude des métabolites produits ainsi que de la
communauté microbienne se développant permettrait d’étudier la fermentation dans sa
globalité et d’observer les tendances notamment au niveau des microorganismes

permettant I’hydrolyse des déchets.

Dans l'idée de comprendre de fagon précise I'impact de la hauteur du milieu de
réaction sur le rendement en hydrogéne, une autre étude pourrait étre effectuée. En effet,
comme montrée dans la thése de Cazier (2015), en digestion anaérobie et avec une teneur
élevée en matiere séche, I'augmentation de la hauteur du milieu va entrainer une réduction
du transfert liquide/gaz et donc induire une baisse des performances [230]. De plus, a fortes
teneurs en matiere séche, des hétérogénéités du milieu (au niveau du cm) peuvent étre
observées comme par exemple le pH et peuvent donc accentuer localement les inhibitions
[231]. Dans notre cas, I'’hypothese soulevée, en lien avec les recherches précédentes, serait
de dire que si I'on réduit la hauteur du milieu de réaction alors ce transfert est moins limité
et réduit les inhibitions causées par ce phénomene. Comme dans I'étude décrite
précédemment, il serait donc intéressant de faire varier la hauteur du milieu sans modifier
les autres paramétres (siccité, pH, température, diametre du réacteur) ce qui nous

permettrait de confirmer ou non cette hypothese.

Dans un objectif de réaliser un procédé a 2 étapes pour la production de biohythane,
il semble important d’évaluer |'impact du procédé de fermentation sur le procédé de
méthanisation. En effet, un couplage des procédés est indispensable pour évaluer 'effet du
substrat (déchets prédigérés et AGVs) issu d’un fermenteur sur le fonctionnement du
méthaniseur et sur ses performances. Comparé aux déchets frais, le déchet prédigéré issu de
la fermentation aura subi une étape d’hydrolyse qui va permettre d’une part d’hydrolyser les
composés difficilement dégradables et d’autre part de produire des composés facilement
assimilables pour la communauté microbienne productrice de méthane dans un second
réacteur. D’aprés la littérature, certaines études ont montré qu’une amélioration du
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rendement en méthane était observée dans un procédé a deux étapes par rapport a un
méthaniseur simple [72]. Dans ce sens, une étude avec les conditions opératoires optimisées
au cours de la these pourrait étre effectuée autour de cette problématique. L’objectif serait
d’analyser d’une part I'impact d’un déchet prédigéré sur la production de méthane et
d’autre part d’étudier les avantages concrets de réaliser un procédé en 2 étapes (gain
d’énergie totale, réduction globale du temps de réaction, amélioration du rendement en
méthane). L'étude pourrait donc se porter sur la comparaison de la production de méthane
sur deux réacteurs en parallele, I'un alimenté en déchets frais et I'autre alimenté en déchets
prédigérés issu du réacteur de fermentation. Lors de cette étude, I'analyse de la cinétique de
production de méthane, de la productivité et de la communauté microbienne nous
permettrait d’observer de fagon précise I'impact de l'utilisation d’un tel substrat sur la un
réacteur de digestion anaérobie. De plus, cette étude pourrait permettre d’observer si le
temps de dégradation du déchet « prédigéré » issu d’'un fermenteur est plus faible que pour
un déchet frais et ainsi permettrait de réduire le temps de séjour pour obtenir un méme

rendement.

Enfin, afin de passer a une échelle industrielle, il est primordial de réaliser des tests a
une échelle plus grande en se basant sur les connaissances accumulées au cours du doctorat.
Il serait alors intéressant de réaliser les tests de fermentation en conditions réelles avec des
déchets provenant de Trifyl et destinés initialement a la méthanisation. Nous pourrions ainsi
obtenir des valeurs de rendement en hydrogene proche du contexte industriel, et ainsi de
réaliser une étude technico-économique fiable qui est primordiale pour envisager une
application industrielle. Cette étude technico-économique doit prendre en compte le co(t
complet du fermenteur (fonctionnement, amortissement, traitement thermique,
analyse/séparation de gaz, valorisation de I'hydrogéne...). Dans ce sens, une spécification
technique du besoin (STB) a déja été réalisée et elle est présentée en annexe (Annexe Il et

V).

En conclusion, dans une vision globale des procédés biologiques utilisés pour la valorisation
des ordures ménageéres, I'intérét se porte aujourd’hui sur le couplage de réacteur afin de
créer une filiere économiquement viable. En effet, si I'objectif est seulement de produire de
I'hydrogéne (par exemple), alors il sera tres difficile de concurrencer la production
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d’hydrogéne par reformage du gaz naturel dont le prix s’éléve a 3S/kg ce qui est trés faible.
De plus, le procédé de fermentation ne dégrade qu’une petite partie de la matiere organique
[82]. C’est donc dans ce contexte qu’aujourd’hui l'idée du couplage du procédé est
pertinente. Dans ce sens, le concept de bioraffinerie environnementale semble une bonne
stratégie pour les biotechnologies. En effet, ce concept est un systéme qui va utiliser de
fagon intégrée la matiere premiere afin de récupérer toutes les molécules a tres fortes
valeurs ajoutées (lactate, 1,3-propanediol, hydrogéne, méthane...) issus de la dégradation de
la matiére organiques. Par exemple dans le procédé a deux étapes pour la production de
biohythane, une étape apres la fermentation peut étre réalisée afin de récupérer des AGVs
(acétate/butyrate) a l'aide d’une technique de séparation afin de les vendre comme
composés purs. Cependant de nombreuses limitations techniques dans les bioprocédés ainsi
gue dans les techniques de séparation restent a étre résolues avant d’envisager un procédé
complet de bioraffinerie. L'avancement de la recherche dans ce domaine peut donc, a

terme, créer une économie basée sur la bioraffinerie environnementale.
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Annexe | : Etude de la siccité sur le rendement en hydrogéene

Objectif :

-Observer la production d’hydrogene en fonction de la siccité du milieu

Principe :

Le réacteur de fermentation devra d’une part avoir des conditions permettant la production

d’hydrogene et, d’autre part, des conditions qui pourront permettre le couplage avec un

réacteur de méthanisation. Dans cette optique connaitre la siccité maximale pour Ia

production d’hydrogéne est un parametre clé pour le dimensionnement du premier réacteur

Schéma du réacteur de fermentation

Protocole :

Réacteur

[ ]

-Lixiviat prétraité
-Déchet reconstitué

0,

-AGV,
_pH

>

Flush a I'azote

to

N

Durée de
I’expérimentation

t final

[ ]

>

Analyse de
I’hydrogéne
produit

-AGV;

_pH
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cationique
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Les tests vont étre effectués dans des réacteurs fermés de types batch de volumes connus

avec un volume de travail différent en fonction de la siccité. Les conditions opératoires sont

répertoriées dans le Tableau 50.

Tableau 50 : Conditions opératoires de I'étude de la siccité sur la production d’hydrogéne

Conditions opératoires

pH 6 avant mélange
Température (°C) 37
Siccité 5-40%
Substrat Déchets reconstitués
Nbre d’expérimentation Duplicat

Prétraitement thermique

90°C pendant 30 min

Tableau 51 : Composition du milieu (substrat/inoculum) en fonction des siccités appliquées

Siccité (%) 5 10 15 20 25 30 35 40
Msubstrat (g) 14,6 14,6 14,6 14,6 14,6 14,6 14,6 14,6
Minoc (g) 332 115 66 43 31 23 17,2 13

Dans chaque fiole, une masse en substrat de 9,25 gMV, soit 14,6 g de déchets reconstitués

et un volume de lixiviat préalablement calculé afin d’atteindre la siccité souhaitée seront

introduits (Tableau 51). Le pH sera ajusté a 6 et un flush a I'azote sera effectué dans chaque

bouteille pendant 5 minutes. Enfin, les batchs seront placés dans un bain thermostaté a

37°C. Une analyse GC du ciel gazeux sera effectuée tous les jours afin de calculer la

production d’hydrogéne au cours du temps.

Arrét de I'expérimentation

Lorsqu’il n’y a plus de production d’hydrogéne, I'expérimentation sera arrétée et des

analyses cationiques/anioniques et physico-chimiques seront effectuées. Le pH sera

également mesuré a la fin de I'expérimentation pour chaque batch.
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Résultats

La Figure 56 représente le rendement en hydrogene observé en fonction des siccités
appliquées dans le milieu de réaction. D’apres ces résultats, une augmentation du
rendement en hydrogene est observée entre une siccité de 5 a 20% avec un rendement de
14,5+0,9 mLH,/gMV et 46,616,1 mLH,/gMV respectivement. Puis, au-dessus de cette valeur
de siccité, le rendement en hydrogéne diminue fortement jusqu’a une production quasi-
nulle d’hydrogéne lorsque la siccité est fixée a 25% (1,1+£0,9 mLH,/gMV). Enfin, entre une
siccité de 25 et 40%, le rendement en hydrogéne est proche avec une valeur moyenne tres

faible de 0,97+1,15 mLH,/gMV.
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Figure 55 : Rendement en hydrogéne obtenu en fonction de différentes siccités appliquées dans le milieu
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Annexe Il : Etude de la dégradation dans un méthaniseur d’un

substrat pré-dégradé issu d’un fermenteur

Objectif : -Afin de connaitre I'impact d’un réacteur de fermentation sur le substrat dans
I'objectif de, par la suite, I'envoyer dans un méthaniseur. L'objectif de cette étude sera de
réaliser un test BMP afin de connaitre la dégradabilitée d’un substrat issu d’'un fermenteur et
d’un substrat frais.

Principe :

Un test BMP permet la mesure du potentiel méthane et I'estimation de la biodégradabilité
en milieu anaérobie. Ce test BMP a été effectué sur des substrats représentant la
composition des FFOMs issues des déchets collectés par Trifyl ainsi que sur des substrats
récupérés en sortie d'un réacteur de fermentation afin d’observer lI'impact d’un tel

fermenteur sur les FFOMs.

Protocole :

Le mode opératoire pour réaliser cette expérimentation va étre identique pour les deux
parties. Dans un premier temps, une solution dont les conditions opératoires sont définies

dans le Tableau 52 va étre effectuée.

Tableau 52 : Conditions opératoires pour réaliser le test BMP

Conditions opératoires

pH Non régulé
Température (°C) 37
Volume de solution 128 mL

Le premier test correspond a [l'utilisation d’un substrat frais reconstitué a l'aide du
MODECOM de Trifyl et le 2°™ test sera effectué sur un substrat identique mais ayant subi

une étape de fermentation (2-3 jours).

Réalisation d’'un BMP :

Avant tout test, un broyage sera réalisé. Réaliser un test MS/MV sur ce méme échantillon

pour connaitre précisément la valeur et observer I’'homogénéité de notre échantillon. Des
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boues de méthaniseur issus de Marseille ont été utilisées lors de ces tests. De plus la

concentration dans les bouteilles est comprise entre 3 et 5 gMV/L.

e Préparation des bouteilles tests :
o Le milieu de culture comprend :
= Solution de macroéléments (N, P, Mg, Ca, K)
= Solution de Na,S
= Solution oligoéléments
= Tampon bicarbonate
= |noculum (concentration finale de 3 a 5 gMV/L)
= [’échantillon (concentration finale de 0.5 gMS/gMV incoulée)
Cette étude s’est déroulée dans des réacteurs de type batch de 500 mL et la production de

méthane a été suivie de fagon continue a I'aide d’'une micro-GC avec un intervalle d’analyse

de quatre heures.
Résultats :

La Figure 57 représente le rendement en méthane a l'issu des tests BMP avec un substrat
frais (AvF) et un substrat ayant subi au préalable une étape de fermentation (ApF). D’apres
les résultats une dégradabilitée identique de la matiere organique a été observée entre les
deux substrats. En effet, pour le substrat frais (AvF) et le substrat ayant subi au préalable
une étape de fermentation (ApF), le rendement de méthane a été de 355,8+16,1
mMLCH4/gMV et 364,9+2,4 mLCH4/gMV. Ce résultat met en évidence le faible impact sur la
dégradabilitée du substrat et donc I’hydrogene produit lors de la fermentation est pergu

comme un gain d’énergie.
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Figure 56 : Rendement en méthane sur un substrat reconstitué représentant la FFOM issu de Trifyl frais et un substrat
ayant subi une étape de fermentation
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OPTIMIZATION OF ATWO-STEP PROCESS FOR
GENERATING A MIXTURE OF H /CH, (BIOHYTHANE) USING

ORGANICFRACTION OF MUNICIPAL SOLID WASTE

Two-step process producing biologically a mixture of H,/CH, (5-20 % of
H,) so called biohythane can be used for organic fraction of municipal solid
waste valorization (OFMSW). The first step consists of a dark fermentation
reactor (hydolysis/acidogenesis) which allows a partial degradation of
organic matter into H, and simple molecules (volatile fatty acid, sugar,
ethanol...). Then the outlet of the first reactor can be used in a second
reactor for methane production ending organic matter degradation.
However, only high efficiency of the dark fermentation step allows making
this two-step process economically viable compared to a simple anaerobic
digestion reactor. The aim of this thesis is to improve the knowledge of

the dark fermentation process for optimizing hydrogen and metabolites
productions. Experiments were achieved to better understanding the main
factors limiting hydrogen production along with the operational conditions
that could improve hydrogen yield. This thesis also shows the high stability
and robustness of effluent recirculation for consecutive hydrogen batch
reactor. Finally, several sizes of reactors were performed for a scale-up of
the process in order to reach the real operational conditions in industrial
scale. This thesis provides new knowledge of the dark fermentation process
in mixed culture for creating an industrial two-step process for biohythane
production using municipal solid waste.
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