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INTRODUCTION GENERALE

Je faut rappeler aux nations croissantes Gu'il n'y a point d'arGre dang Ca
nature qui, placé dang Leg meilleures conditions de Cumicre, de 30l et de
terrain, puisse grandir et g'éCargir indéfiniment.

[ Paul Valéry 1
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INTRODUCTION GENERALE

Dans nos sociétés modernes, la recherche a toutdprila croissance économique
dépend d'une augmentation de la production et denaommation (Goodwiet al, 1997).
Le travail et la consommation sont donc considémdsme des valeurs a encourager (Marx,
1844 ; Chomsky, 1999). Cependant, leur augmentadiminaine un accroissement de la
consommation d'énergie et de ressources naturetlegnére des déchets ainsi que des
pollutions, notamment des gaz a effet de serre (@&sou-Roegen, 1979 ; EIA, 1997 ; Ryan
et Durning, 1997 ; Rosnick et Weisbrot, 2006). biaentation soutenue de la démographie
entraine un accroissement de la consommation etlad@ollution (Malthus, 1798).
L'enrichissement des pays "émergeants” entrainéeragat un changement du régime
alimentaire dans ces pays : d'un régime majoriteérd végétal vers un régime basé sur la
viande comme dans les pays "développés"” (de Boal, 2006). Ce régime nécessitant plus
de production animale — qui n'est pas bénéfique [@osanté (ADA, 2007) — est source de
plus de consommation de ressources et d'énergle ptoduction de davantage de déchets
(notamment organiques) et de gaz a effet de demeeftel, 2003 ; Reijinders et Soret, 2003).

Il en résulte qu'au cours des trois dernieres déesnun tiers des ressources de la terre
ont été consommeées (Hawkehal, 1999). En 2003, I'empreinte écologique de I'hutéam
dépasse la capacité biologique de la terre dedduzb % (Global Footprint Network, 2007).
Dés la fin des années 60, le "rapport du Club dadkdMeadowst al, 1972) et récemment
le rapport du Groupe d'Experts Intergouvernemesuall'Evolution du Climat, ont mis en
évidence la pollution liée a l'activité humaine QI®, 2007) et ont souligné I'urgence d'une
réduction de la consommation de carburants fosstlele I'émission de gaz a effets de serre
(IPCC, 2007). La réduction de la pollution nécesait changement radical, sur le long terme,
du systeme socio-économique en méme temps quendjpocement individuel (Meadowet
al,, 1972 ; Lehman, 1996 ; Giddingg al, 2002 ; IPCC, 2007). Dans un récent et tres
intéressant article, Moriarty et Honnery (2008) tnent que le plus urgent est de réduire a la
source les dépenses énergétiques et les produdgodschets par des changements sociaux.
D'aprés leurs travaux, une fois que cela seraséaties solutions technologiques tiendront
€galement une place importante pour ameéliorer éeslements énergétiques, produire des
énergies renouvelables et traiter les déchetsstlldenc nécessaire de rechercher, des a
présent, des améliorations technologiques dans veit.

Les déchets assimilés aux ordures ménageéres, doptobuction va croissante en
France comme dans le reste du monde, contiennentportion importante de matiere
organique (ADEME, 1999, 2006). Si aucun traitenmenteur est appliqué ils se décomposent
lentement dans I'atmosphére, ce qui génere ded effet de serre.

La méthanisation est un traitement biologique qeinpet de convertir la matiére
organique des déchets en méthane et de le réecupérsi; le volume des déchets est réduit et
ils sont rendus stables, c'est-a-dire qu'ils neggn plus de gaz a effet de serre. De plus, le
meéthane produit par la réaction peut servir d'@aergnouvelable. Pour ces raisons, la
méthanisation des déchets organiques solides esteshnologie en plein essor qui pourrait
contribuer a réduire I'impact de I'hnomme sur l'eownement (Braber, 1995 ; Couturier, 2000
. IEA, 2004 ; Ozeleet al, 2006).

La méthanisation par voie séche est une technolpgigculiere ou le contenu du
réacteur de méthanisation contient plus de 20 Y%naléere seche. Comme nous le verrons,
cette technologie présente un certain nombre dBistéet est de plus en plus répandue.
Néanmoins, elle est encore mal maitrisée, car efie difficile a contrler et son
fonctionnement est mal connu. A I'heure actuellexiste peu d'études permettant de mieux
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connaitre les phénomenes entrant en jeu dans laanmgation par voie séche. Il existe
également peu de mesures réalisables sur un metbamdustriel pour rendre compte de son
état de fonctionnement biologique.

La méthanisation par voie seche pourrait mieuxéseldpper elle devenait plus fiable,
donc mieux contrélée et mieux connue. Le CentreRéeherche pour I'Environnement,
'Energie et le Déchet (CREED) du groupe Veolia iEmnement et le Laboratoire de
Biotechnologie de I'Environnement de I'INRA de Narbe ont donc participé au financement
et a I'encadrement de cette these. Elle a poud'lméntifier les voies de recherche les plus
pertinentes pour connaitre les mécanismes de laamiéation par voie séche, étre capable de
prédire le comportement d'un déchet solide donné das conditions opératoires données, et
étre en mesure d'évaluer le fonctionnement desanistturs en voie seche.

Pour cela, les quatre principaux facteurs influehcée fonctionnement de la
méthanisation par voie séche ont été considéres :

* La qualité de la matiéere organique entrant damédeteur ;

* Les conditions physiques de l'opération de méthtinis (agitation, taille des particules,
etc.) ;

» L'activité biologique responsable de la dégradatienla matiére organique et de sa
transformation en méthane, et en particulier Véétihydrolytique ;

e Les conditions biochimiques de l'opération de mdtaion (inhibiteurs, intermédiaires
de réaction, pH, etc.).

Cette thése présente tout d'abord I'état des cgsaraies concernant le fonctionnement,
les particularités, les avantages et les inconwénide la méthanisation par voie séche. Les
connaissances sur l'influence des conditions pbygimiques ainsi que des caractéristiques
de la matiére organique sont également exposées. tBoniner ce premier chapitre, les
parametres usuels de suivi et de conduite des mséuas ainsi que les activités biologiques
d'hydrolyses sont présentés.

Apres le deuxieme chapitre, qui présente les nedgeet méthodes utilisés au cours de
la these, quatre chapitres présentent les étudedenet les résultats obtenus :

* La matiere organique des ordures ménageres a @@eéten la séparant en différents
compartiments de solubilité et de biodégradahiliti&rentes.

* Les mécanismes de la digestion par voie secheténétadiés en régimes mésophile et
thermophile ainsi que la co-digestion des ordurésageres avec des déchets carnés, y
compris dans le cas d'une surcharge en déchet. caesefonctionnements en mode
discontinu et en mode continu ont également étése€ette étude a pu étre menée grace
a la mise au point d'un réacteur de laboratoireeuioduit fidelement le comportement et
les conditions réelles de la méthanisation par sé@he a I'échelle industrielle.

» La faisabilité de mesures d'activité hydrolytique @urs d'opérations discontinues de
meéthanisation en conditions réelles a été étuéas le méme temps, I'évolution de ces
activités hydrolytiques a été étudiée au coursadedthanisation et en fonction du déchet,
afin de déterminer la pertinence d'effectuer ddedelmesures pour suivre le
fonctionnement d'un méthaniseur industriel maidedgant afin de mieux comprendre les
mécanismes mis en jeu lors de la méthanisationgarseche.

» L'effet de l'inhibition par I'ammoniac a été étudig fonction du pH, de la température et
de la concentration en matiere séche (voie humidgieaséche). Cette étude a été menée
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en conditions simplifiées de laboratoire. Puis, fésultats obtenus ont été comparés a
I'effet observé en conditions réelles.

Ces quatre parties constituent une premiére tgatgibur mieux comprendre les
mécanismes spécifiques de la méthanisation parsambe pour, d’'une part, améliorer leur
connaissance et, d’autre part, identifier des mteiers permettant d’anticiper ou d’appreécier
le fonctionnement des installations. A ce titrertaiees orientations ont été guidées par la
volonté d’apporter une réponse opérationnellegrdalématique du suivi et de I'optimisation
de la méthanisation. Nous verrons également comeetaines techniques expérimentales
ont du étre développées spécifiquement dans e cidcette étude.
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CHAPITRE |. ETAT DES
CONNAISSANCES

Le déchet Ce plus facile a éliminer est celui gue C'on n'a pas produit
[ Anonyme 1
Rien ne ge perd, rien ne ge crée, tout ge trangforme.
[ Lavoigier ]
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|. ETAT DES CONNAISSANCES

1 Eléments de contexte
1.1 Situation des déchets ménagers et assimilés

1.1.1 Définition des déchets ménagers et assimilés

En application de dispositions |égislatiVetes collectivités sont responsables de la
gestion de I'ensemble des déchets ménagers etil@ssifde facon simplifiée, la gestion
collective des déchets ménagers se décompose ripkiases majeures :

La collecte proprement dite, depuis le lieu dalmandjusqu’au lieu de
regroupement, de traitements et/ou d’élimination

Le traitemenstricto sensuopération qui s’effectue sur une installatiorssée pour
la protection de I'environnement

Pour une collectivité donnée, le gisement de déaménagers et assimilés considéré est
spécifique, compte tenu des habitudes de la papnlabncernée en termes de consommation
et de consignes de tri, mais également des moyeaslidcte mis en ceuvre.

Dans la loi du 15 juillet 1975, un déchet est dé&mmme tout résidu d'un processus
de production, de transformation ou d'utilisatidaute substance, matériau, produit ou plus
généralement tout bien nuisible abandonné ou quedstenteur destine a I'abandoriLe
terme de déchets ménagers et assimilés (DMA) desggnordures ménageres (OM) qui sont
issues de l'activité domestique des ménages aisle déchets provenant des commerces,
artisans, agriculteurs, industries et collectivités

La diversité des déchets d’origine ménagéere etalgs integre :
des ordures ménageres brutes (OMB)

des ordures ménageres résiduelles (OMR) apréescwkelective du verre et des
emballages (également désignés en France sousike t6&OM "grises"” en raison de
la couleur des conteneurs utilisés)

la fraction fermentescible des ordures ménageiés t la source (FFOM) ou
biodéchets.

Depuis janvier 2006, par arrété du Ministere deol@égie et du développement durable,
les mots "déchets ménagers et assimilés” sont eeépbpar "déchets non dangereux”...

1.1.2 Production de déchets ménagers et assimilés

Un suivi de la production des DMA en France a éié en place par différents
ministeres et agences depuis 1975. En tenant cotepkévolution des méthodes d'enquétes
au cours de ces trente derniéres années, il saqubléa production de déchets ménagers n'ait
fait que croitre jusqu'en 2000. La production afieudordures ménageres de chaque francais
a doublé en 40 ans : elle est passée de 175 kg/B968 a 350 en 2000 (ADEME, 2006).

! L'article L2224-13 (section 3 : Ordures ménagéeautres déchets) du code général des collestivité
territoriales stipule que « les communes ou lebliésements publics de coopération intercommunsderant,
éventuellement en liaison avec les départememés e€gions, I'élimination des déchets des ménages
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Pour la premiére fois, elle se stabilise entre 260@004. Cette nouvelle tendance
nécessitera d'étre confirmée dans les années ia karproduction d'OM et de DMA en 2004
serait respectivement d'environ 26,5 et 40,5 nmflide tonnes (ADEME, 2006).

1.1.3 Composition des ordures ménageres

Le Tableau 1 présente, a titre d'exemple, la cénaation des ordures menageres de
Paris par la méthode dite MODECOMT™¢f.(4.5.2 MODECOM). La production unitaire
d'ordures est de 488 kg/hab. On constate que ¢didnaputrescible y tient une place non
négligeable. Cette proportion pourrait étre considément augmentée avec un meilleur tri a
la source ainsi qu'une réduction a la source gedduction d'emballages.

Tableau 1.Caractérisation des ordures ménagéres de Paiiseeéphr le Syctom

bSr ld: Humidité Ratio Sec C g;l, (IT(Z%(;USI
% % kg/hab kg/hab kg/hab kg/hab kg/hab Sec | Humid kg/hab  kg/hab
Putrescibles 18,8 65,1 92 32 15,0 0,15 32 92 15,0 0,2
Papiers 18,8 17,6 92 76 35,5 0,36 26 49 60 23,3 0,2
Carton 10,8 23,8 53 40 18,9 0,19 11 29 39 13,8 0,1
Complexes 1,0 25,8 5 4 1,7 ,0,02 4 5 1,7 0,0
Textiles 2,4 21,0 12 9 4,3 0,04 9 12 4,3 0,0
Textiles 5,8 51,9 28 14 6,4 0,06 14 28 6,4 0,1
sanitaires
Plastiques 11,2 22,5 55 42 32,3 3,50 4,2 38 49 29,1 3,2
Combustibles 3,2 20,0 16 12 5,9 0,06 12 16 59 0,1
Verres 10,5 1,5 51 50 0 0,00 35 15 16 0,0 0,0
Métaux 29 17,0 14 12 0 0,00 2,4 9 11 0,0 0,0
Incombustibles 0,9 1,5 4 4 0 0,00 4 4 0,0 0,0
Spéciaux 0,8 0,0 4 4 0 0,00 4 4 0,0 0,0
Fines 12,8 45,9 62 34 15,9 0,00 34 62 15,9 0,0
Bilan 100 31,6 488 333 120 4.4 78 255 398 100 3,9

1.1.4 Réglementation du traitement des déchets

Deux principaux textes législatifs réglemententgkstion des déchets meénagers en
France. Le premier est la loi du 13 juillet 19929@+646) relative a I'élimination des déchets
ainsi qu'aux installations classées pour la primteate I'environnement (ICPE). C'est la loi la
plus récente et la plus importante en ce qui covecérs déchets. Elle modifie la loi du 15
juillet 1975 (n°75-633), qui définissait la notiale déchets, instaurait la responsabilité des
communes pour I'élimination des déchets ménagerincéait les producteurs de déchets
(particulier, professionnels, ...) a diminuer le voki de déchets et a valoriser les matériaux.
Cette loi modifie également la loi du 19 juillet7B(n°76-663), qui imposait déja que toute
installation d'élimination des déchets soit sourniseégime des ICPE.

La loi du 13 juillet 1992 (n° 92-646) introduit feotion nouvelle de déchets ultimes :
"déchets qui ne sont plus susceptibles d'étreésraitans les conditions techniques et
économiques du moment", et donc la suppressiomptes du ' juillet 2002 d'installations
de stockage de déchets bruts pour n'autoriser gaengdtallations de stockage de déchets
ultimes. Cette loi oblige donc a la valorisatiors de€chets notamment, par incinération ou par
traitement biologique.

Le second texte important est la directive européet®99/31/CE du Conseil du 26
avril 1999 concernant la mise en décharge des t&aolpa précise qu'au plus tard en 2017,
avec des objectifs et des échéanciers intermeésljaiee quantité de déchets municipaux
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biodégradables mis en décharge doit étre rédu® % en poids de la totalité des déchets
municipaux biodégradables produits en 1995.

Plus de dix ans aprés l'entrée en vigueur de lasloi les déchets de 1992, les
installations d'élimination de déchets ménagersimoant a se restructurer pour s'adapter a la
rationalisation de la gestion des déchets. Cetteucturation se traduit par un net recul des
installations hors normes, essentiellement desllasbns de stockage et des incinérateurs,
ainsi que par un développement de la collecte thébeet des filieres de recyclage, de tri et de
traitement biologique. Le contexte réglementaimapmose pas une filiere d'élimination plutot
gu'une autre. Les quatre principales filieres swtessaires a la gestion globale des flux de
déchets : aucune filiere ne peut, a elle seulemec la totalité des déchets.

1.2 Contexte du traitement biologique des déchets s  olides

1.2.1 Filieres d'élimination des déchets ménagers e t assimilés

Jusque dans les années 1980, peu d'attentionaéttdée au devenir des déchets
ménagers qui étaient la plupart du temps enfouis dke trés nombreuses décharges non
contrblées, disséminées sur I'ensemble du tegittidont I'impact sur I'environnement était
mal évalué. La prise de conscience de la nécafsipgéserver I'environnement a émergé et la
réduction des impacts anthropiques sur le miligurneaest devenue un enjeu de société. Les
quatre principales filieres d'élimination des DM& ge sont développées en France sont le tri
des matériaux recyclables, l'incinération, le sagek (décharges) et le traitement biologique
qui englobe le compostage (traitement aérobied etdthanisation (Figure 1).

Incinération
1%

Incinération avec
valorisation
énergeétique

Mise en 28%
décharge
47%
Tri
Méthanisation 14%

0,3%
Compostage
10%

Figure 1. Répartition par mode de traitement des tonnagedeets traités en 2004 en France (ADEME, 2004)

1.2.2 Les traitements biologiques des déchets

Le traitement biologique des déchets représent® Ides filieres d'élimination des
DMA en France et est presque exclusivement reprégear le compostage (Figure 1). Le
compostage est un traitement biologique aérobieddekets en vue de les stabiliser et de les
rendre valorisables en tant qu'amendement orgapouieles sols en agriculture.

1,73 millions de tonnes de compost ont été proddte2004 a partir des seuls déchets
municipaux, a partir d'un gisement estimé de 2 lians de tonnes de déchets comprenant
des déchets verts et des boues d'épuration (ADEROBS). A ces chiffres il faudrait
également ajouter le compost produit par les paiics.
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1.2.3 Les enjeux du traitement biologique des déche ts

Les fonctions et objectifs des traitements biolagi des déchets sont multiples et
percus difféeremment selon les points de vue : enjgunédiats pour les opérateurs tels que
les collectivités locales et sociétés de servicerf@pmances techniques, colt, solution
concrete a un probléme de traitement de déchetsenjgux de long terme pour I'ensemble
de la société (bilan écologique, énergétique, Bspnitaire, principe de proximité, ...).

Les traitements biologiques permettent de réduareHarge organique des déchets
(stabilisation), de les désodoriser et de les mygés (réduction des germes pathogenes). La
stabilisation des déchets fermentescibles les pamsiaisément gérables (stockage, transport,
manutention, ...). L'épandage des déchets traitdsdiuement crée moins de nuisances, le
stockage en centre d'enfouissement ne génére plugaz et trés peu de lixiviats, et les
déchets issus de la digestion peuvent étre plukeri@ent séchés pour l'incinération que des
déchets humides (Mallaet al, 2005).

Les traitements biologiques permettent de recyelerestituer au sol la matiere
organique exportée par les cultures. Cela estidtérét certain car la baisse du taux d’humus
est un phénoméne ancien, longtemps sous-évalle déggradation des sols devient un sujet
de préoccupation qui devrait prendre de I'ampl@augurier, 2000).

1.3 Contexte de la méthanisation des déchets solide s en France et
en Europe

1.3.1 Principe général de la méthanisation

La méthanisation est un procédé biologique de dégien de la matiére organique par
une flore microbienne, qui se déroule en l'absedoxygene. Elle est aussi appelée
"digestion” ou "fermentation" anaérobie. C'est wacpssus trouvé a l'état naturel (marais,
tractus digestif des ruminants, ...) qui peut égaldn&tre conduit dans des digesteurs,
enceintes confinées a lintérieur desquelles lastigns de fermentation sont optimisées et
contrblées.

La matiére biodégradable est transformée en biogamposé majoritairement de
méthane (environ 60 %), qui peut étre converti Etiguement toutes les formes d'énergie
utile : eau chaude, vapeur, électricité, cogénmdmafproduction combinée d'électricité et
chaleur), gaz naturel, gaz carburant, air chaud lgosechage, froid.

1.3.2 Les principales filieres de méthanisation

Un digesteur peut traiter des substrats homogéenesd-substrat) ou des mélanges (on
parle alors de co-digestion), ce qui offre des opmités pour traiter a I'échelle d'un bassin de
vie divers types de déchets organiques. Si I'obgtcette thése est centré sur les déchets
meénagers et assimilés, il faut souligner que lahamésation est un traitement frequent et
performant pour de nombreux autres déchets esrgfetdi-Aconsult, 2003-2004). Ainsi, la
meéthanisation est-elle frequemment mise en ceuwrergaliser I'épuration des eaux usées de
nombreuses industries (papier, agroalimentaireniehi...) et également des déjections des
animaux d’élevage (lisier, fumier, fientes, ...). Bnfla digestion des boues des stations
d’épuration est une technique ancienne et tresiémdnent pratiquée sur les installations des
villes moyennes et importantes.

Concernant le traitement des boues, La premiegradfe connue concerne la ville
d’Exeter (Royaume-Uni) qui en 1895 valorise le bibgroduit pour I'éclairage urbain. En
France, les plus anciens digesteurs sont probahtereax de la station d’épuration de Seine-
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Aval, a Acheres. Certains, toujours en servicegmtade 1940. Un peu plus d’'une centaine de
stations de capacité supérieure a 30 000 equivhabhitants pratiquent la méthanisation.
Elles représentent 30 % de la capacité totale da @@&puration et traitent les boues de
guelques 20 millions d'équivalent-habitants. Cegesdieurs éliminent de Il'ordre de
170 000 tonnes de matiéres séches par an, quitemsformées en 94 millions de®rde
méthane (Couturiest al, 2001).

1.3.3 Intérét de la méthanisation des déchets

La méthanisation permet de produire une énergieureiable et locale. Elle contribue
a préserver les ressources non renouvelables dibeani& balance énergétique du pays. Cet
objectif, moins crucial lors des années 1990 que di®s chocs pétroliers des années 1973-
1985, revient rapidement au premier plan compta t8s tensions sur I'approvisionnement
en énergie signalées par différents experts psysriechaines décennies (IEA, 2004).

Au lieu de convertir le carbone en gaz carboniguiguement, comme dans le cas du
compostage, la méthanisation convertit du carbonené&hane. Ce biogaz se substitue a une
énergie fossile, et évite le déstockage de carbfossile, donc l'augmentation de la
concentration de gaz carbonique dans I'atmospBer@lus, contrairement a l'incinération, la
méthanisation permet de stocker le carbone sois des sols sous forme d'amendement
organique, soit en centre de stockage lorsquedestiit est destiné a I'enfouissement. Le
carbone stocké n'est pas immédiatement transform@QGg, ce qui différe les émissions de
gaz a effet de serre dans le temps. C'est ce gquenbmme l'effet "puits de carbone”
(Chynoweth, 1996).

La Figure 2 illustre l'intégration de la méthanisatdans le cycle du carbone et
expliqgue ainsi pourquoi il s'agit d'une source efgre renouvelable et d'effet "puits de
carbone" :

Le carbone fixé par la photosynthése dans la bisenély est transformé a l'issue de la
chaine de production — consommation — déchet (paBméthanisation (4), en biogaz d'une
part (5), en digestat d'autre part (6). Le gaz @aidue produit par la combustion du biogaz
(7) est recyclé par la biomasse (8). L'utilisattn cette source d'énergie permet d'éviter le
déstockage d'énergie fossile (9), donc une augri@mtde la concentration en gaz a effet de
serre. C'est le cycle du carbone renouvelablg ailau pire un équilibre (solde carbone nul),
qui se réalise sur une durée courte (quelgues aneéére la consommation de £far la
biomasse et le rejet dans I'atmosphere.

De plus, le carbone qui subsiste dans le dige&tat pas renvoyé dans l'atmosphére,
mais stocké dans les sols, soit sous forme d'hyfr@)s soit en centre d'enfouissement (11),
ou il mettra des années pour se transformer erncgdionique. Le solde carbone est donc
négatif : les quantités de gaz carbonique relagguées I'atmosphere (7) sont inférieures aux
guantités consommeées par la croissance de la bsenf@ys

Dans le cas de déchets putrescibles, environ 2 g&dbone initial sont transformés en
compost, et 33 % en méthane. Le solde est congditugaz carbonique contenu dans le
biogaz (25 %) ou généré lors de la post-maturgtidrto). 60 % du carbone initial sont donc
soit stockés, soit substitués a une énergie fossile
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Figure 2. Méthanisation et effet de serre : le cycle du caehal'aprés Couturier, 2000

1.3.4 Les avantages et inconvénients de la méthanis  ation des déchets

a) Avantages par rapport au compostage
Comparée au compostage, la méthanisation se agaqgtér (Couturier, 2000) :

- Une absence de rejets de poussiéres, des regtimites d'aérosols et de gaz : la
nécessité de travailler en réacteur fermé supptoute émission de poussieres et
aérosols dans l'air ambiant au cours de la phateeade fermentation. Les
composés odorants contenus dans le biogaz sontitdéitsrs de la combustion
(transformation des composés soufrés ep).Sh sortie des digesteurs, I'ammoniac
résiduel, qui peut générer des nuisances olfactiess €liminé si nécessaire
(traitement de l'air vicié).

- Une meilleure dégradation des composés organiqolesils (COV) : la digestion
anaérobie permet d'éliminer de nombreux COV. Corfiessentiel du procédé se
déroule en réacteur fermé, seule la phase finajgodefermentation est susceptible
de libérer des COV dans l'atmosphére, en quarbigs moindres que dans un
procédé de compostage.
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b) Avantages par rapport a l'incinération

Comparée a l'incinération, la méthanisation seuitgghr une absence de dégagement de
fumées. Il n'y a pas de transformation thermochimides produits, notamment des plastiques
de synthese, qui sont a l'origine des problemesnuisances et d'acceptation par les
populations.

Par rapport a l'incinération, la réduction de l'aop"effet de serre” lié au recours a la
méthanisation dépend du mode de valorisation derfye. Le biogaz se préte a de multiples
formes de valorisation, et les unités de méthanisgteuvent étre implantées plus facilement
a proximité des consommateurs d'énergie (Chynoeetth, 2001). Il est donc plus facile de
trouver des valorisations optimales pour la métetion.

c) Avantages et inconvénients généraux

Le Tableau 3 présente les principaux avantagexehvenients de la méthanisation des
déchets ménagers. lls sont a moduler en fonctiahdgue situation locale.

1.3.5 Contexte politico-économique

Pour favoriser le développement de la méthanisafidnion européenne, au travers de
son plan d’actions communautaire de 1997 avec\teeLiBlanc "Energie pour l'avenir : les
sources d’énergies renouvelables”, a préconiséodbler la part des énergies renouvelables
dans son bilan énergétique d’ici 2010. En effepiee nous I'avons vu, I'énergie produite par
la méthanisation des déchets est une énergie relamle ¢f. "1.3.3 Intérét de la
méthanisation des déchets", p.31).

Plusieurs actions ont ainsi été engagées dontrtegf@mme cadre énergie” (arrivé a
échéance fin 2002), suivi du programme "énergielligente pour I'Europe (2003-2006)",
doté d’'un budget de 2156V Appuyés par ce cadre communautaire, la majoete ghys
européens se sont engagés dans le développemaiiatges renouvelables et également de
la réduction des gaz a effet de serre.

Mais, comme le souligne une récente étude (Marttet, 2004), certains pays ont mis
plus de moyens que d’autres avec le développemecorcept "d’électricité verte”, soit avec
un tarif de rachat garanti pour le producteur (Aldgne, Suisse, Pays-Bas), soit avec un quota
de production obligatoire (Danemark).

Les principaux textes officiels relatifs aux énesgrenouvelables sont les suivants :

Directive 2001/77/CE du Parlement européen et dus€ibdu 27 septembre 2001
relative a la promotion de [I'électricité produite partir de sources d’énergie
renouvelables sur le marché intérieur de I'éleit&ic

Communication de la Commission au Parlement eurgpee Conseil, au Comité

economique et social et au Comité des régions coact les carburants de

substitution pour les transports routiers et um s mesures visant & promouvoir
I'utilisation des biocarburants ;

Proposition de directive du Parlement européerueCanseil visant a promouvoir
I'utilisation des biocarburants dans les transports

A propos de la réduction des émissions dans llairdirective 88/609/CEE du 24
novembre 1988 limite les émissions de certainsupats dans I'atmosphéere en provenance
des grandes installations de combustion. Les admexi89/369/CEE et 89/429/CEE de juin
1989 concernent les installations d’incinératios déchets existantes et nouvelles et ont été
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complétées par la directive du 4 décembre 2002d&ampositions séveres sur la qualité des
rejets, ces mesures imposent un traitement pousse fdmées, ce qui augmente
significativement le colt de l'incinération des déts.

1.3.6 Le marché de la méthanisation

Le marché de la méthanisation industrielle porteusuensemble de services, travaux et
matériels divers et variables. Sa dynamique esicipalement liée a celle des marchés du
traitement des eaux, des effluents industrielestdchets ménagers et assimilés, et dans une
moindre mesure a une dynamique d'offre portée paftqges fabricants d'équipements et
experts de la conduite des digesteurs (Interndti@fa3s).

Cette situation est particuliere. En effet, pouciter les producteurs de déchets a
adopter plus souvent cette technologie, généralenmrsidérée comme plus "écologique et
durable” que d'autres, certains pays Européens darts une logique de soutien a la
production d'énergie renouvelable, décidé de fibesr prix de reprise de I'électricité produite a
partir de biogaz a un niveau permettant aux opérstde rentabiliser leurs investissements
dans le contexte économique ou ils évoluent, oupoist des dispositions pour favoriser
l'utilisation de ce biogaz comme carburant pouriaciies ou comme combustible dans des
chaudiéres alimentant des réseaux de chaleur tifdlesans ce type d'accompagnement, la
valorisation énergétique n'est rentable que soilg d'investissement et de fonctionnement de
l'installation de valorisation énergétique donne prix de revient de la thermie biogaz
inférieur ou égal a celui de la thermie gaz natfwelqui est rarement le cas pour le moment.

Les possibilités d'écoulement marchand du digsstat, elles aussi, limitées et, qui plus
est, incertaines sur la durée probable de vie tqabret économique des installations, rendant
peu réaliste dans le contexte francais actuel Esipiité de dégager un revenu d'appoint
stable de la commercialisation de la fraction nigéicte des matiéres sortant du digesteur.

Enfin, I'absence d'un véritable marché des matierganiques fermentescibles et le
mangue d'expériences concluantes d'externalisdtiaimaitement des effluents et déchets ne
facilitent pas I'émergence d'opérateurs spécialisds la production de biogaz, comme le
montrent les difficultés rencontrées par tous kesnoteurs de projets de co-digestion, dont le
financement est le plus souvent bloqué, faute promoteur de pouvoir garantir qu'il aura
acces de facon durable a la matiere dont il a bepour alimenter ses installations.
L'existence d'un marché de ces matiéres ne comstitupas en soi une solution, car de
nombreuses autres considérations doivent étrespasecompte, mais elle contribuerait a
conforter les financiers en introduisant une polgEbréelle de substitution de flux de
matieres traitées pendant la durée de vie desllatgins, qui reste hautement aléatoire
aujourd'hui.

1.3.7 Historique

La méthanisation est utilisée depuis plus d'unleipour traiter les boues de stations
d'épuration. Dans les années 1940, puis a nouueaowas de la crise du pétrole de 1973 a
1985, elle a été appliguée aux deéjections d'élev@gms les années 1970, elle a été
développée pour le traitement des effluents indrlstorganiques.

Depuis le milieu des années 1980, sont apparyséesiers pilotes industriels capables
de traiter des déchets organiques solides, teldegudéchets ménagers et assimilés. Il a fallu
une dizaine d'années pour que la technologie pargia un stade de maturité qui lui permette
d'aborder son essor commercial (Couturier, 2000).
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L'usine d'Amiens, construite dés 1988, est restalant plus de 10 ans l'unité de
méthanisation de déchets municipaux la plus imptetau monde. Mais les difficultés
rencontrées lors de sa mise en service ont larssémage négative durable, que ni dix années
de bon fonctionnement, ni le fait que la ville d'ms a fait ajouter un quatrieme digesteur en
1995, n'ont réussi a effacer. En France, ce nigsh000 qu'un second projet voit le jour,
exploité par le SIVOM de la vallée de Yerres et 8emarts a Varrennes-Jarcy (Essonne).

1.3.8 Installations industrielles

Selon une récente étude (IEA, 2004) menée sur ¥g, pme forte variabilité est
observée dans le parc des installations (en famutiment) de traitement des déchets solides
organiques par méthanisation. La gamme couvertdegai50 installations industrielles en
matiére de capacité de traitement (tonnes enthamtesype de méthanisation (humide ou sec)
et surtout de nature des déchets organiques adstigrande.

Au niveau historique, la méthanisation des décketgles a fait son apparition en
France (Amiens, 1988) et en Italie ou fonctionnenjours les unités les plus anciennes. En
2004, la moitié des unités de méthanisation, Btunités, se répartissent dans une quinzaine
de pays. Le rythme de construction a longtempastagec quelques unités par an, mais en
2001, année-charniére, une rapide évolution estenatvec plus d'une dizaine d’unités
inaugurées annuellement. La capacité s’accroit diesviron 600 000 t/an en Europe comme
lillustre la Figure 3. En nombre, environ 70 % desités du parc étudié traitent des
biodéchets alors que le ratio est de 25 % pourifstallations recevant des OMR. En
revanche, en termes de capacité de traitementphemges méthanisés sont équivalents en
biodéchets (3 millions de tonnes) et en OM (3,3iom$ de tonnes) (De Baere, 2006).
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Figure 3. Evolution du traitement des DMA par méthanisatiarE@rope, d'aprés De Baere, 2006

Le parc se caractérise par un nombre élevé dlattals de méthanisation de
biodéchets de petites capacités (90 % des unitégdétiets) comprises entre 3 000 et
40 000 t/an pour une méthanisation avec un seehtgst.

Au niveau géographique, I'Allemagne concentre glas40 % des unités, suivie par la
Suisse (15 %), mais uniquement sur des biodécHeds.plus importante unité de
méthanisation de biodéchets sera francaise avks tint la construction a débuté en 2006,
et qui traitera 106 000 t/an de biodéchets et dihaté verts. Les plus grosses unités de
meéthanisation d’ordures ménageres en fonctionneswatittrés récentes et sont localisées en
Espagne, avec notamment les trois « Ecoparcs »ad==Bne qui cumulent une capacité de
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traitement de 830 kt/an (entrée tri mécanique).ub&s usines récentes sont en activité a
Cadix (210 kt/an), La Corogne (182 kt/an) et Pannpel(100 kt/an).

De grosses unités se trouvent également aux PaysaB@roningen (230 kt/an) et
Friesland (180 kt/an), en Allemagne a Hanovre (@0#n) et en France a Amiens (85 kt/an),
Varennes-Jarcy (100 kt/an) et prochainement MoligpéP00 kt/an).

Il existe également, au Royaume-Uni et au Danemadekirés volumineuses unités
(capacités supérieures a 130 kt/an) pratiqguant olanéthanisation (ou co-digestion) de
biodéchets avec des déchets agroalimentaires efftleants d’élevage.

Dans ce contexte varié, environ la moitié des gnité méthanisation, soit 64, sont
réparties dans une quinzaine de pays pour envbam@structeurs (Tableau 2).

Tableau 2.Entreprises majeures de méthanisation des décléetsgars, d'aprés TSM, 2006

Nombre Capacité

Entreprise Pays Procédé d'unité
uniteés (t/an)

Linde-KCA-Dresden GmbH Allemagne  Linde BRV 20 9910
Veolia Environnement France Krueger 14 950 000
Valorga International SAS France Valorga 11 850 000
Kompogas AG Suisse Kompogas 29 777 000
Ros Roca Internacional Espagne BioStab 13 528 000
Biotechnische Abfall. GmbH & Co KG  Allemagne BTA 22 406 000
Citec Environement Finlande Wassa 10 288 000
Organic Waste Systems Belgique Dranco 13 195 000
Schmack Biogas AG Allemagne  Euro/Coccus 170 N.R.

Le marché de la méthanisation en Europe est daticydeerement dynamique et actif.
Au niveau francais, il se développe tres vite pugstes installations de Lille et Montpellier
devraient étre mises en service en 2008, tandisdtueres projets concernant des grandes
villes sont a I'étude (Paris, Marseille). Cet essommercial est principalement di a une
conjonction de facteurs contextuels favorablesit cie traitement, valorisation énergétique,
prise de conscience écocitoyenne. La question se pependant de I'accompagnement
technologique et scientifique de procédés et syestaui n'ont été proposés que relativement
récemment, et dont les premiers retours d’expégi@mtiquent quelques limites.
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Tableau 3.Avantages et contraintes de la méthanisation defseti® ménagers d'apreés Couturier, 2000

Types d'impacts

Avantage

Environnement

Contrainte

Emprise au sol

Réduite par rapport au compostage

Recyclage

Oui (amendement organique)

Collecte séparat tri poussé

Odeurs

maitrisées

Traiter |'air vicié si nécesqainemoniaque)

Pollution des sols

Restauration teneur en humus

levailla teneur en contaminants

Pollution des eaux

Faible consommation d'eau

Qedis eaux excédentaires

Réduction des

Substitution a une énergie fossile + effet de sigekde

Le biogaz doit étre valorisé

émissions de gaz a effet carbone
de serre
Production de résidus Faible Lorsque la collecpaustive est correcte (tened

en impuretés)

=

Emissions gazeuses

Excellente qualité de la conoloudtt méthane + Pas
d'émission d'aérosols

Rejets visibles

Aucune fumée

Transport de déchets

Distances courtes (usineoglerme capacité)

Nécessite une taille minimalega®sservie
d'environ 50 000 habitants)

Bruit Faible a I'extérieur des locaux
Impacts énergétiques
Consommation Faible consommation
d'énergie

Production d'énergie

Oui

Le bilan énergétique vseien les usages de
I'énergie

Gisement potentiel en
France

Centaines de milliers de tep

Applicabilité

Possibilité de traiter
d'autres types de
déchets

Oui (déchets des IAA, d'espaces verts, de restanrat
lisiers, boues de STEP, ...)

Sous réserve de non contamination et d'aptitud
la fermentation

Possibilité de traiter de
déchets humides

S Oui

Possibilité de traiter de
déchets ligneux

s En post-maturation (co-compostage avec les dégkets)

Lignine non digestible, nécessité d'un bgeyin

Intérét pour les
communes rurales

Evite le transport des déchets sur de longuesndista

Nécessité d'une taille minimale, ou opporéuni
pour traiter d'autres types de déchets

Intérét pour les
communes urbaines

Habitat pavillonnaire adapté a la collecte sépasalies
organiques
Possibilité d'implantation en zone urbanisée

Difficultés pour organiser une collecte séparati
en habitat urbain trés dense ou vertical

ve

Compatibilité avec le

Oui (post maturation)

Concurrence possible

compostage Co-traitement avec les déchets verts ligneux
Compatibilité avec Oui (déchets humides détournés de l'incinération) ncGoence possible
l'incinération
Compatibilité avec le Oui (pré-traitement avant stockage)
stockage

Impacts économiques

Colt de la collecte

Faible en zones avec une dedséguente, dans le cas
d'une collecte en substitution

Elevé s'il est nécessaire d'ajouter une tourné
spécifique

Nécessité de tri

Tri en usine réduit dans le aasedtollecte séparative de
organiques

s Tri mécanique en usine complexe en absence
collecte séparative

Co(t du traitement

Inférieur a celui de l'incinéuati
Equivalent & celui d'un compostage "haut de gamme|

Le co(t global (collecte + traitement) peut étnasy

élevé selon le colt de la collecte et le taux d¢
déchets détournés de l'incinération

Supérieur a celui d'un compostage simple

Investissement
spécifique

Plus faible que pour l'incinération

Plus élevé paer le compostage

Colts d'exploitation

Colts modérés

Valorisation de
I'amendement organiqu

Opportunité pour la commercialisation d'un amendgrde
e qualité

Considérer un prix de vente nul en premiéere
approche

Valorisation du biogaz

Dépend du tarif d'achat@eergie, nécessité de
mesures spécifiques en faveur des énergies

de

renouvelables ou issues des déchets
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2 La méthanisation des déchets solides par voie sec  he
2.1 Principes de la méthanisation

2.1.1 Principe général

La méthanisation, ou digestion anaérobie, est i@ wicrobienne qui, en absence
d'oxygene moléculaire, minéralise la matiére orga@ien produisant un biogaz composé
essentiellement de méthane et de dioxyde de car@anemécanisme implique une succession
de microflores spécialisées et requiert des caditibio-physico-chimiques adaptées a ces
microflores. Le métabolisme anaérobie est mis ddeée¢e par la production de méthane
(CH,) et de dioxyde de carbone (g(dTableau 4). Presque tous les composés organiques

naturels et certains d'origine synthétique peug@éetdégradés dans ces conditions (Wheatley,
1990).

Tableau 4.Composition du biogaz de déchets organiques agscdlaprés Wheatley, 1990

Gaz produits en conditions anaérobi  Teneurs habituelles

CH, 50 a 80 %
CcO, 30a50 %
H,O Saturation
NHs3 Traces
H.S 0al%
N> 0al%
CO 0al%

Le processus de biodégradation anaérobie de l&matrganique se déroule en quatre
étapes biochimiques réalisées par trois groupemideo-organismes formant une chaine
trophique (Figure 4). Les quatre étapes sont ditlyse, I'acidogenése, I'acétogenese et la
méthanogenese. Nous détaillons ces quatre étapessnus.

Matiére organique
(Sucres, Proteines, Lipides, etc... )

hydrolyse

A

acidogénese

Alcools

Acides organiques
(sauf acétate)

acétogénése

méthanogénése

CH,, CO,

Figure 4. Principaux processus de dégradation anaérobieatiare organique.
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2.1.2 L'hydrolyse

L'hydrolyse est la premiere étape de conversioadmatiere organique (Figure 4)
durant laquelle des micro-organismes anaérobieséebbies facultatifs produisent des
enzymes extracellulaires qui hydrolysent les bigp@res (polysaccharides, lipides,
protéines) en oligomeres et monomeéres, hydrosaufBoel et al, 1998). Les produits
solubles issus des dépolymérisations s'ajouters &alction déja soluble de la matiere
organique. La réduction de la taille des particud¢sleur mise en solution permet leur
assimilation par les micro-organismes (Rivers eeEni988).

Selon le substrat utilisé, les produits d'hydrolgsat différents. L'hydrolyse des lipides
(lipolyse) libere du glycérol, des acides gras 3sldAGV) et des acides gras a longue chaine
(Zeeman et Sanders, 2001). Le glycérol est rapidemssimilé par les micro-organismes.
L'hydrolyse des protéines libére des polypeptidkss acides aminés et de I'ammonium
(Sanders, 2001). La cellulose et les hémicellulsses hydrolysées en leurs monosaccharides
constitutifs : glucose, fructose, arabinose, ... @ehal, 1990). La lignine est non ou trés
faiblement consommée en digestion anaérobie (Reres, 1992). Or, dans les composés
d'origine végeétale, la lignine incruste plus ou msolia cellulose et les hémicelluloses, ce qui
peut limiter d'autant leur hydrolyse (Hindrichssral, 2005).

2.1.3 L'acidogenese

L'acidogenéese est la conversion intracellulaire pesluits solubles d'hydrolyse en
composeés tels que I'eau, le dihydrogéne, le dioxigdearbone et les AGV (Figure 4). Dans le
domaine de la digestion anaérobie, le terme dacgias volatils désigne les acides
organiques a courte chaine : les AGV sont dongm#écules simples avec un squelette de 1
a 6 atomes de carbone. Les sept principales esp@&€d% sont respectivement les acides
formique, acétique, propionique, butyrique, isoybigue, valérique et iso-valérique. Le
biogaz produit au cours de cette phase, tout cotonsede I'hydrolyse, est principalement
composé de CO(80 %) et de KH(20 %) (Wheatley, 1990).

2.1.4 L'acétogenese

L'acétogenése est I'ensemble des réactions quiusemd a la production d'acétate
(Figure 4). Cette étape est realisée par deux gouapcrobiens consommant respectivement
le CO etles AGV :

Les bactéries homoacétogenes ou acétogenes sprosisent de l'acétate par la
réduction du dioxyde de carbone selon la relatieshessous. Les bactéries peuvent
€galement convertir les composés a un atome derwarb
4H, +2CO, [ - CH,COOH+2H,0
acétate
Les bactéries "acétogénes productrices obligéegirdpgene” (APOH, OHPA en
anglais) convertissent les acides gras volatileaig poids moléculaire et les acides

gras a longue chaine, en acétate, dioxyde de aastdnydrogéne selon les relations
ci-dessous. La voie métabolique utilisée est aléap-oxydation.

CH,(CH,),CO; +2H,0 M - CH,CHO™ + CH,CH,CO; +2H, +H"
valérate acétate  propionate

CH,CH,CO, +3H,0 1 - CH,CO,+HCO; +3H, +H"
propionate acétate

40



J. Guendouz |. Etat des connaissances

Ces réactions ne sont thermodynamiquement pasbpessians les conditions standards
(AG°>0). Elles ne peuvent se produire que lorsquedasion partielle en hydrogene devient
trés faible. C'est pourquoi I§-oxydation n’est possible que lorsqu’il existe uroymn
d’éliminer I'hydrogene produit. Il doit donc y avonécessairement une association entre
especes produisant I'hydrogene et les espéceg gonsomment (especes méthanogénes). Le
type de relation établie entre les especes OHPAsegspeces consommant I'hydrogéne est
une relation de syntrophie (Ahring, 2003).

2.1.5 La méthanogenése

Au cours de cette derniére étape de minéralisatienla matiére organique, les
molécules & un ou deux atomes de carbone sont it@sven méthane (Wheatley, 1990).
Deux voies métaboliqgues permettent la productiomdthane, a partir de l'acétate et du
couple CQ/H, (Figure 4). Les micro-organismes responsables aoatrobies strictes et
appartiennent au domaine des Archae (Ahring, 2003).

Les méthanogénes dites acétotrophes convertisaeétate en dioxyde de carbone
et en méthane.

CH,CO,+H,0 - CH, +HCO;,
acétate

Les méthanogénes dites hydrogénotrophes réduisediokyde de carbone, les
carbonates et les bicarbonates avec le dihydrogene former du méthane et de
l'eau.

4H, +CO, I - CH, +2H,0

La voie hydrogénotrophe est importante pour le gssas général de la digestion
anaeérobie, puisqu'elle est responsable de la dispttnen H, et du maintien d'une pression
partielle en H faible, requise pour la syntrophie avec les OHP R @roduction d'acétate. Si
la concentration en Haugmente trop, l'activité fermentative bactériestagiente vers la
formation d'AGV autres que l'acétate. Or, la vaiétatrophe produit du CHpar clivage de
l'acétate, donc une diminution de la productiobigaz peut survenir (Ahring, 2003).

2.2 Les technologies de méthanisation

2.2.1 Schéma de principe d'une installation

La Figure 5 présente le schéma de principe géngmaplifié d'une installation
industrielle de méthanisation. Une installationetgst constituée de trois opérations unitaires
importantes : le prétraitement, le méthaniseuaneséparateur solide-liquide (il s'agit souvent
d'un filtre presse). On notera que cette troisigghase de séparation solide-liquide est
optionnelle et est de plus en plus souvent rempl@aE d'autres post-traitements. Le bilan
matiere de l'installation est représenté par lexaux flux associés aux trois lignes (solide,
eau, gaz). Les intrants sont principalement lehekscainsi que I'eau qui peut, de maniere
facultative, étre ajoutée aux déchets pour ajusterux de matiere seche dans le réacteur. Au
niveau des sorties nous trouvons les refus degiteitient, le rejet solide aprés séparation, la
purge liquide et le biogaz (Buffiere et Frederiad0g).
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_Biogaz

! Eau
: Digestat

—

Déchets entrants HHHHHH

m 3
gl ;
« Recyclage :
« liquide :
v . Purge
Refus v liquide
@ Pré-traitement

@ Méthaniseur

@Séparation liquide - solide

Figure 5. Schéma de principe d'une installation de méthadarsat

2.2.2 Paramétres du traitement mécanique et biologi  que

Dans un premier temps, certains paramétres dédimtide traitement mécanique. Les
différentes technologies se distinguent ainsi ateau du traitement mécanique qui peut
mettre en ceuvre différentes variantes, en particali niveau des pré-traitements des déchets
entrants : criblage, broyage éventuel, ...

Les autres parametres a prendre en compte sont quaugéfinissent le traitement
biologique (humidité, température, temps de séjoombre de réacteurs en série). s sont
détaillés dans les paragraphes suivants.

2.2.3 Digestion seche, digestion humide

L'un des principaux parameétres influant dans ligetm@ent biologique est I'humidité du
substrat organique dans le méthaniseur. C'est &t ah élément clef qui permet de
distinguer les procédés par voie seche de ceuxgarhumide. L’humidité est inversement
lite a la teneur en matiere séche (MS) qui contitopour partie la viscosité du substrat et
par conséquent, influe sur le mode d’homogénéisatiode mélange mis en ceuvre dans le
méthaniseur. Ce paramétre conditionne donc a la Faspect mécanique et l'aspect
biologique du traitement.

On considere généralement que la voie humide esctéaisée par un taux de MS
inférieur a 20 % et que la voie séche est caraé@mpar un taux de MS de 20 a 40 %.

La voie seche est le cas le plus répandu pour thanisation des ordures ménageres et
est le cas étudié dans cette thése. Le Tabledwskd les différences entre méthanisation par
voie seche et humide
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Tableau 5.Comparaison de la méthanisation par voie sécharatqle humide

Méthanisation par voie humide Méthanisation par voie séche
Homogénéisation du substrat Taille réduite du méthaniseur
Optimisation du transfert de matiére et Taux de matiere seche proche de
Avantages de chaleur celui des déchets entrants
Temps de séjour réduit Permet une charge organique plus
élevee

Flux de matiere important (car dilution)Plus difficile a maitriser (voir2.3.
InconvénientsEquipements de recirculation importantSpécificités de la voie séche et des
Codt de déshydratation du digestat OMR")

Exemple de Linde KCA, Krueger, BTA, Wassa, Linde BRV, Kompogas, Dranco,
procédeés Euro/Coccus, BioStab Valorga

2.2.4 Digestion mésophile ou thermophile

La température de fermentation dans le méthanestwn autre parametre essentiel. En
effet, la méthanisation peut étre mésophile (auteuB5°C) ou thermophile (environ 55°C).
Les premiéres installations ont été congues somolde mésophile puis le procédé thermophile
s’est développé (Hartmann et Ahring, 2006).

Le chauffage des réacteurs s’effectue généralepamtirculation d’eau chaude sous
différentes formes (enveloppe périphérique, patoauffante ou serpentins immergés).
L’énergie thermique nécessaire est fabriguée sacepla partir du méthane produit.
Cependant, seule une faible fraction de la capast@roduction d’énergie de linstallation
permet d’assurer le maintien a température produite

En comparant la méthanisation mésophile et therifeoplar voie seche de la FFOM,
Cecchiet al. (Cecchiet al, 1992a ; Cecchéet al, 1992b) ont trouvé que la production de
biogaz en condition thermophile avec un temps denté&n de 12 jours était d'environ le
double de celle en condition mésophile avec un sedwrétention de 15 jours. Une étude
economique montrait que cette production suppléamende biogaz était suffisante pour
compenser |'énergie supplémentaire nécessaire ghawffer le réacteur a 55°C au lieu de
35°C.

Le Tableau 6 illustre les différences entre métbation mésophile et thermophile. Le
principal avantage de la digestion thermophilelagtossibilité de travailler beaucoup plus
rapidement, et donc de diminuer les temps de séiesicomposés de maniére significative.
En revanche, le fonctionnement thermophile occasiaies besoins énergétiques supérieurs,
ainsi que la nécessité d’'une isolation thermiqugspée de l'installation, en particulier dans le
cas de conditions hivernales rigoureuses.

Tableau 6.Comparaison de la méthanisation mésophile et thehniteo(De Baere, 2000 ; Hartmann et Ahring, 2006)

Régime mésophile Régime thermophile
Faible énergie mise en ceuvre Degré d’hygiénisation élevé
Faible production d’ammoniaque Fermentation rapide (2 a 3 semaines)

Avantages

Hygiénisation limitée
Inconvénients Rendement de dégradation moyen
Fermentation lente (4 a 6 semaines)

Consommation énergétique élevée
Pilotage délicat
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2.2.5 Géométrie et mélange des réacteurs

Pour assurer une fermentation efficace, le subsiodt étre ensemencé de facon
homogéne en flore microbiologique. Il convient égaént, pour assurer une bonne
dégradation de la matiere, de maintenir un temp=epieir minimal. En sortie de méthaniseur,
une partie du substrat peut étre réintroduite ém pdur augmenter le temps de séjour et
recycler la biomasse microbienne épuratrice.

Il existe autant de géométries et de modes d'amitakifférents que de constructeurs.
On distingue les réacteurs verticaux et horizontamais aussi differents modes de
fonctionnement :

En fonctionnementdiscontinu le substrat (déchet) est introduit au début de la
réaction, en une seule fois : c'est donc un lat€t' en anglais) de substrat qui est
traité. A la fin de la réaction le réacteur est#vat I'opération est recommencée avec
un nouveau lot de déchet non digéré.

En alimentatiorcontinue le substrat est introduit tout au long de la riéactCe type
de fonctionnement suppose une alimentation en lettun soutirage du milieu (a
un méme débit, afin que le volume reste constétdayantage d'un tel systeme est
gue la transformation du ou des substrats peut,th&orie, se poursuivre
indéfiniment. L'installation est donc utilisée @ipltemps (intérét économique).

En alimentatiorsemi-continueou séquentielle comme en alimentation continue, le
substrat est introduit tout au long de la réactnun soutirage de milieu est
effectué. Cependant, ces opérations d'alimentagionle soutirage ne sont pas
effectuées en continu mais a des intervalles plusoins réguliers et plus ou moins
espacés (par exemple : trois fois par semaine ;alrenet al, 2005). Ce mode
d'alimentation est particulierement adapté a lastign par voie seche ou le substrat
a alimenter et le digestat a soutirer peuvent daliéiment étre pompés de facgon
continue réguliere.

En ce qui concerne le mode de mélange, les réactieuméthanisation en continu se
différencient généralement entre des fonctionnesnemimode @gité » ou «piston ».

En modeagité, le contenu du réacteur est mis en mouvement @weére continue ou
non) dans I'optique d’atteindre une concentratiombgéne en tout point.

En modepiston, le milieu qui alimente le réacteur se déplaceudepentrée vers la
sortie sans se mélanger avec le reste du contendéthet alimenté entre par une extrémité
du réacteur (généralement un tube horizontal)tetagiré a I'autre extrémité. La longueur du
tube et l'absence d'agitation empéche le mélanigé dans le réacteur. Il en résulte que
I'avancement de la réaction est croissant toubiag dlu réacteur.

Dans la réalité, le comportement est légeremeiférdiit de ces « modéles » agités et
piston. Dans un réacteur mélangé, le déchet negserpartiellement homogénéisé sur tout le
volume considéré. Dans le réacteur piston, un efiéeimélange avec le reste du contenu du
réacteur se produit immanqguablement, ne seraitdeepgur permettre I'ensemencement du
déchet frais avec des bactéries anaérobies.

L'agitation du milieu réactionnel peut étre assupsr des piéces mécaniques
(Kompogas, Linde, ...), par pompage en bas et rdation du digestat en haut du réacteur
(Dranco) ou par injection de biogaz (Valorga) (Ceat al, 1988). La Figure 6 illustre ces
principales technologies de méthanisation par seahe.
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Figure 6. Principales technologies de digestion séche. recigculation de digestat (Dranco) ; 2 : recircigiat
de biogaz (Valorga) ; digesteurs pistons horizon{@&ompogas, BRV), d'aprés Buffiere et Frederid)@0

Entrée déchets

2.2.6 Les digestions en une ou deux étapes

Enfin, la dégradation anaérobie de matiéres biatdres peut étre réalisée en une
seule phase ou en dissociant les phases d’hydretyde méthanogenése (De Baere, 2000).
Dans le cas d'une fermentation en deux phasesuvarie est généralement congue de
maniére a réaliser I'hydrolyse et la méthanogeeses deux réacteurs distincts en série. Ce
dispositif permet, en théorie, d'optimiser les timpées biochimiques, c'est a dire
d’augmenter la production de biogaz. Cependargenhble que les performances observées
réservent cet investissement additionnel pour aégsiqui traitent des déchets susceptibles
de provoquer des phénomenes d’inhibition, commtaicer résidus agroalimentaires ou de
restauration. Le Tableau 7 illustre les différeneafe méthanisation en une ou deux étapes
(Hartmann et Ahring, 2006).

Tableau 7.Comparaison de la méthanisation en une étapedsienétapes

Une étape Deux étapes

Procédé simple Adaptation aux conditions du processus,
Avantages Investissement moins important  optimisation de chacune des phases
(cuverie plus limitée) Réduction de séjour en méthanisation

Difficulté de réunir dans le méme . L "
, . g Machines et équipements plus colteux
méthaniseur toutes les conditions

Inconvénients . ; Controle commande du processus plus
optimales pour I'ensemble des L
sophistiqué

phases de méthanisation
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2.3 Spécificités de la voie seche et des OMR

2.3.1 Introduction

Le terme de déchet solide est régulierement utiie@r désigner I'ensemble des
composés qui ne sont pas solubles, ou dont la i@ajest sous forme insoluble. C'est
pourquoi les boues d'épuration sont, par exemmsigdées comme des déchets solides,
méme si elles se présentent sous forme liquidesN@dinirons les déchets solides comme
étant caractérisés par certains critéres : faibleeur en eau et/ou caractere hétérogene
(présence d'éléments de taille et de nature vargtésu leur difficulté a étre pompés. Les
OMR répondent a ces trois critéres. Du point de deida méthanisation, les déchets solides
nécessitent le développement de procédés et drideels spécifiques et différents de ceux
utilisés pour la digestion anaérobie des eaux wésiels ou des boues (Buffiere et Frederic,
2008).

Depuis les travaux pionniers de Jewell et ses lnotiteurs a la fin des années 1970 et
au début des années 1980 (Wujcik et Jewell, 198@)igestion anaérobie par voie séche est
devenue une technologie attractive pour stabilserdéchets agricoles, agroalimentaires et
municipaux (Cecchet al, 1988 ; Rivarcet al, 1990 ; Poggi-Varaldo et Oleszkiewicz, 1992 ;
Kayhanian et Tchobanoglous, 1993).

Toutefois, peu de connaissances sont disponiblesntqaux effets potentiels
d’inhibiteurs et de toxiques sur ce procedé (Paggialdoet al, 1997b)

2.3.2 L’hydrolyse

L'hydrolyse est la premiere étape de la méthanisatle substrats organiques
particulaires. Pendant I'hydrolyse, les polyméas sonvertis en monomeres et oligoméres
solubles (Zeeman et Sanders, 2001). Plusieursrautéarivent I'nydrolyse avec une relation
cinétique du premier ordre (Pavlostathtsal, 1988). L'analyse des cinétiques d'hydrolyse et
de dégradation des monomeres montre que I'hydrebtda phase limitante (Ubukata, 1992).

Cette relation est empirique et ne permet pas ftlteel'effet de la taille des particules
de polyméres (Hills et Nakano, 1984). Des modétgsdonc été développés, basés sur les
propriétés physiques des particules dans lesqaelgdsse d'hydrolyse est, par exemple, une
constante par unité de surface des particuless(dillNakano, 1984 ; Siegriest al, 1993 ;
Vavilin, 1996 ; Kiely et al, 1997 ; Christet al, 2000). Dans tous les cas, la recherche
expérimentale des parametres cinétiques de ceslesau@ntre I'hydrolyse comme la phase
limitante de la méthanisation (Sanders, 2001),mpr@s pour des ordures ménageres (Poggi-
Varaldoet al, 1997a).

Des expériences sur la méthanisation des partialdssboues primaires de station
d'épuration montrent une absence d'accumulatiormdeomeres (Eastman et Ferguson,
1981). Dans des expériences de culture pure cenémec de la cellulose comme substrat, les
concentrations en sucres réducteurs sont négligeatsh comparaison des quantités de
cellulose dégradées (Pavlostattes al, 1988). Ces résultats montrent également des
limitations par I'hydrolyse car, si I'nydrolyse iéfalus rapide que les réactions de dégradation
des produits de I'hydrolyse, alors ces produitsrmédiaires s'accumuleraient dans le milieu
réactionnel.
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2.3.3 Influence de la taille des particules

La taille des particules du déchet joue un réleartgnt dans la méthanisation des
ordures meénageres. En effet, elle influe sur I'ssibdité au substrat des enzymes
hydrolytiques et a donc un effet sur les cinétigdibgdrolyse.

Dans le cas de la méthanisation d'effluents licgjida formation de globules de
protéines et de graisses ou la présence de swadignocellulosiques diminue, de maniere
physique, la vitesse d'hydrolyse (Chanderal, 1980 ; Tonget al, 1990 ; Sanderst al,
2000). Ce type de phénomene sera d'autant plusompréndans le cas d'ordures ménageres
dont les particules peuvent mesurer jusqu'a plosiecentiméetres. Autant dans la
méthanisation d'effluents liquide il faut éviter flarmation de globules, autant, pour les
déchets solides, la réduction de la taille desqaes est un probléme spécifique de ce type
de déchet. Cette réduction se fait au moyen dératéments (tri, broyage, criblage, ...).

La réduction de la taille des particules permetighaenter la surface spécifique des
déchets, favoriser limprégnation par l'eau, homeéger la fraction biodégradable et
supprimer les barrieres constituées de matériapeiméables (Sharns al, 1988).

Hansenet al. (2007) ont montré que, pour un méme déchet, @ifitdr pré-traitements
(presse a vis, écran a disques rotatifs, déchiguetélectroaimant) aboutissaient a des tailles
de particules différentes et a des compositiorférdifites.

Palmowski et Miller (2000) ont montré qu'une réducte la taille de déchets solides
permet, d'une part, de rendre accessible une parslg part de matiere organique et donc
d'améliorer le rendement en biogaz, et, d'autre gaccélérer I'étape d'hydrolyse et part 1a
méme I'ensemble du procédé. Sur des déchets deetarils et Nakano (1984) ont produit
0,81 n? de CH, par n de réacteur et par jour avec des particules deniZontre seulement
0,25 ni/m*/j pour des particules de 20 mm. Dans une étudéstendeteet al. (2006), une
augmentation de la dégradation de fibres de’siaB1 & 70 % a été obtenue pour des fibres
de 2 mm de long par rapport aux fibres non traitées

D'autres études suggerent que le broyage puissgréndin effet négatif sur la
dégradation des déchets en favorisant une hydroliissde excessive et la formation d'acides
gui empéchent la méthanogenése (Vigneron, 2006 3vb Les acides gras volatils (AGV)).
De plus, un broyage trop fin peut entrainer dedlproes mécaniques suite a la formation
d'un milieu pateux trop compact.

A l'échelle industrielle il faut, de plus, trouven compromis entre un prétraitement
moins colteux et une production de biogaz accrydustrapide par un broyage plus pousseé.
Ces problématiques liées a la taille des particateg spécifiques aux déchets solides. De
plus, les OMR qui peuvent contenir des élémentssteggs (meétaux, verres, plastiques
rigides) sont plus difficiles a broyer que de siegptiéchets végétaux.

2.3.4 Mélange

Il a longtemps été considéré, par analogie avecdthanisation de liquides, qu'il fallait
fortement mélanger le contenu des méthaniseursédiets solides afin de permettre une
bonne répartition des enzymes et des micro-orgassians le substrat ainsi qu'améliorer les
transferts de matiere et de chaleur (Kaginal, 2005).

Cependant, dans le cas de la méthanisation d'ardugmageres, il a été démontré
plusieurs fois que la réduction du niveau de méang un meélange discontinu dans le temps,

% sisal : agave du Mexique dont les fibres sonisétils pour réaliser des matiéres textiles
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permettait d'atteindre de meilleures performanbtsVahonet al, 2001 ; Strooet al, 2001 ;

Kim et al, 2002). Vavilin et Angelidaki (2004) ont émit lipthése qu'un mélange moins
poussé permet la formation de zones localiséesébkamogenése dans le réacteur. En effet,
la méthanogenese peut étre inhibée par les acidesa obaisse de pH produits par
'acétogenese. Si le mélange est trop poussé, il®-nrganismes méthanogenes sont mis
directement en contact avec ces acides. A l'inyensec moins d'agitation, il peut se former
des zones dans lesquelles la méthanogenese at lieerselesquelles les acides diffusent
passivement et donc plus lentement ; laissant Eriemps aux méthanogénes de les dégrader
au fur et a mesure.

D'autres auteurs ont observé qu'une plus faibless@ d'agitation n'avait pas d'effet
significatif sur les performances de la méthanisatiRivardet al, 1990 ; Gomezt al,
2006). En particulier, sur une installation d'éthatdustrielle (procédé Dranco), traitant des
ordures ménageres par voie séche (32 % de MSkt3he Baere (1992) ont observé qu'une
réduction de la fréequence d'agitation permettatteindre les mémes performances tout en
consommant moins d'énergie pour l'agitation.

2.3.5 Problématique de la spécificité de la digesti  on seche d'OM

Nous avons vu que la méthanisation des déchetdesopar voie séche présente un
certain nombre d'avantages pour le traitement déisres ménageres par rapport a d'autres
technologies, biologiques ou non. Cependant, tettenologie a besoin de devenir plus fiable
et mieux maitrisée afin de devenir plus économicgrénviable (De Baere, 2006). En
particulier, a I'échelle industrielle, la relatiantre les performances du digesteur et les
caractéristiques du déchet est difficile a préd@ecchiet al, 1988 ; Mata-Alvarezt al,
2000). En conséquence, il peut en résulter desuliés pour dimensionner et pour piloter les
meéthaniseurs industriels. C'est pourquoi des "®utdont nécessaires pour la recherche
fondamentale et appliquée afin d'obtenir une phasde expertise de la méthanisation par
voie seche. Notamment, une meilleure connaissaesergcanismes d'hydrolyse, des effets
de différents traitements et de la prédiction dedfgomances serait utile (Mata-Alvarez,
2003).

La méthanisation paroie sécheentraine de nombreux problemes d'inhibition (&tu
al., 2006b) et est plus difficile a contréler. En pardier, il est impossible de séparer la
biomasse microbienne des solides constituant Istiatlbet on ne peut donc pas connaitre la
guantité de micro-organismes dans le méthanisedaut extraire une fraction soluble du
digestat avant que la plupart des dosages puissaéatlisée. Signalons également que nous
ne sommes pas dans un milieu dilué et que la noti@me de "concentration” est a adapter.
Compte tenu de la présence de matériaux abrasésa(x verre) dans le déchet, il est
techniqguement difficile de réaliser des mesuredigere. Enfin, en plus de la complexité de
I'écosysteme microbien impliqué, les déchets sslelex méme sont par nature hétérogenes
en taille en composition et en structure (Rivatdal, 1993) ; cette hétérogénéité se retrouve
au niveau du digestat lors de la prise d'échantillo

Peu d'études en laboratoire ont été réaliseéesasaréthanisation par voie séche des
ordures ménageres (Kayhanian et Rich, 1995 ; Harirea Ahring, 2006). De plus, la plupart
de ces études utilisent des déchets modeles etdgesfinement ou pulpés (Rivadad al,
1990 ; Poggi-Varaldo et Oleszkiewicz, 1992). Noesandrons dans la suite aux principaux
résultats de ces études.
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3 Influence des conditions physico-chimiques

3.1 Introduction

Comme nous l'avons vi2.8 Spécificités de la voie seche), la méthanisgpiar voie
seche semble sensible a certaines conditions mhghkimiques, en particulier pour ce qui
concerne l'inhibition par certains composés. Pat@ément, c'est pour cette voie qu'il existe
le moins de données expérimentales sur l'influeleseconditions physico-chimiques sur les
performances des réacteurs.

Nous abordons dans cette partie, d'une part, lisrice de la température sur le
déroulement de la réaction biologique, d'autre,plas équilibres de différents solutés
importants dans le déroulement de la dégradatiesmintermédiaires réactionnels (tels que les
acides gras volatils), les produits de fermentaggant un impact sur la cinétique et les
équilibres (tel que I'azote ammoniacal), le pHe¢dacentration de certains cations. Il est clair
gue ces parametres interagissent fortement: eticydear, les équilibres des solutés
conditionnent la valeur du pH. Cependant, il net fpas perdre de vue que ces solutés
peuvent, dans un milieu concentré tel que celuadi#igestion séche, devenir des inhibiteurs
potentiels de la réaction biologique.

A I'échelle industrielle, I'enjeu est de taille ckes installations fonctionnent souvent
avec un circuit de recirculation d’eau : certaimgnposeés, potentiellement inhibiteurs, sont
donc susceptibles de s’accumuler (Wanal, 1997 ; Bilgili et al, 2007). Il s’agit donc de
mieux connaitre les seuils tolérables et les gamdeedonctionnement de ces réacteurs
(Hartmann et Ahring, 2005).

3.2 Latempérature

La température est primordiale car elle conditionlae vitesse des réactions
enzymatiques. Des microorganismes sont capablesedelévelopper a de nombreuses
températures différentes (Ananthanarayan et JaydPamiker, 1978). Trois gammes de
température sont déterminées :

Zone psychrophile pour des températures inférieq23°C
Zone mésophile de 20 a 45°C avec un optimum a 35°C
Zone thermophile de 45 a 65°C avec un optimum &55°

Toutefois, la croissance des méthanogenes estaptpour une température supérieure
a 30°C. Or, les réactions de dégradation anaédsbia matiére organique sont athermiques.
Les conditions optimales de température ne peudent pas étre obtenues sans apport de
chaleur extérieure.

Dans le cadre de la méthanisation des déchetsesoBd I'échelle industrielle, la
température est généralement bien maitrisée. Edecatiute de température, pour cause de
panne par exemple, un ralentissement de la prasude biogaz est observe. Toutefois, il est
souvent réversible et la production de gaz repagsique la température atteint a nouveau
des gammes proches de 'optimum. Cependant, ilnatetr que la conversion en méthane de
'acétate est plus sensible a la température gdermaation d'acétate (Speece, 1996). Une
accumulation d'AGV (acétate) peut donc accompagnerchute de température, ce qui peut
entrainer une baisse du pH (voir le chapifé.'Les acides gras volatils (AGV)" pour plus de
détails). En outre, la composition en principaux \A@roduits (acétate, propionate et
butyrate) change en fonction de la température liazikovaet al, 2000). Cela est d0 au
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fait que le butyrate est le substrat préférental phicro-organismes qui dégradent les AGV et
gue cela est d'autant plus marqué a de plus fadegératures.

L'augmentation de la température a en général péfet d'accroitre la vitesse de
dégradation sans toutefois modifier la productiomualée de méthane. Il ne faut toutefois pas
gue les températures varient trop rapidement adimpermettre a la flore microbienne de
s'adapter aux conditions du milieu (Vigneron, 2005)

Par ailleurs, la température agit sur les équiibiles espéces chimiques en solution,
notamment des formes de I'azote ammoniacal, degesiet des AGV.

3.3 Le pH et l'alcalinité

Une chute de pH est, en général, le signe de Haglation des AGV. L'alcalinité,
exprimée en équivalents carbonate de calcium, jeuedle de tampon pH du milieu
(Dinamarceet al, 2003). Les acides organiques et les sels d'afad#ss y contribuent.

La plupart des micro-organismes se développenadenfoptimale dans les conditions
de pH neutres (Ananthanarayan et Jayaram Pani@@8).1Les milieux acides ou basiques
altérent I'équilibre chimique des réactions enzymoas ou détruisent les enzymes.

Tableau 8.Effets du pH sur les différentes étapes de mirsatidin anaérobie de la matiére organique

Auteurs Etape Substrat pH Effet
He et al, 2006 Protéines <8 Aucun effet sur I'hydrolyse
Uenoet al, 2006 7 pH optimal

Polysaccharides g Ralenti de moitié I'hydrolyse

Sanderst al, 2000 Hydrolyse Boues primaires 6,5  pH optimal

Elefsiniotiset al, Déchets 6,1 — 5,1 Ralenti I'hydrolyse

1996 particulaires 5,1 — 4,1 Pas d'effet sur I'hydrolyse

Veekenet al, 2000 FFOM 7 -5 Ralenti I'hydrolyse

Yu et Fang, 2002 Acidogenése Gélatine 5,9 a@Doptimal

Kim et al, 2004 . R Butyrate 4,5-5 pH optimal

Kim et al, 2004 Acetogenese Propi)(;nate 5-6 FE)H o;?timal

Boopathy, 1996 . . - 5,5 - 7,5 Gamme de croissance
Méthanogenese Lisier

6,8 pH optimal
Costelloet al, 1991 Méthanogenése
acétotrophe
Savantet al, 2002 Méthanogenese Eaux usées de
hydrogénotrophe  distillerie

Glucose 7-7,2 pH optimal

6,0 pH optimal

Le Tableau 8 présente l'effet du pH décrit dankitterature sur les différentes étapes de la
digestion anaérobie de la matiere organique. Pesr différents substrats métabolisés,
I'hydrolyse et l'acidogenése semblent peu affeqgéese pH méme a des valeurs faibles. En
revanche, la gamme de pH autorisant Il'expressios me&tabolismes acétogenes et
méthanogenes est plus restreinte et généralemietésient supérieure a une valeur de 6.

La valeur de pH peut ainsi limiter une activit¢ rolmenne ou induire au sein de la
communauté microbienne des voies métaboliques @maérdifférentes (Kimret al, 2004 ;
Uenoet al, 2006). Le pH peut également avoir un effet irtleilni par son role indirect sur les
équilibres chimiques en solution de I'azote amnaaljales sulfures et des acides organiques.
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Lay et al. (1997a) ont montré, dans une étude en batch, guetésse spécifique de
production de méthane maximale était obtenue poytuentre 7 et 8 alors que les temps de
latence les plus courts étaient obtenus pour uerke 6 et 7.

Dans le domaine de la digestion des solides, lesygs de pH couramment rencontrées sont
comprises entre 7 et 8 (Poggi-Varaktaal, 1997b ; Bolzonell&t al, 2003).

3.4 Les acides gras volatils (AGV)

Les AGV sont un des produits de I'nydrolyse de &i@ne organique des déchets (voir
2.1.2 L'hydrolyse). lls sont diimportants internaécis métaboliques entre les populations
fermentaires et acétogenes. Si leur consommatiomeaiss rapide que leur production, alors
ils peuvent s'accumuler dans le réacteur. L'accationl d'AGV est observée dans les cas de
surcharge en matiere organique (notamment facilerbieégradable ; Borzaccomet al,
1997), de changements de température (Nozhevnikbval, 2000) et d'inhibition de la
méthanogenese (par I'ammoniac par exemple ; Pogigikloet al, 1997b).

Veekenet al. (2000) ont évalué séparément les roles du pH,Ad®¢ totaux et des
AGV non dissociés (AGVH) sur le processus de digastnaérobie dans son ensemble. Les
formes dissociées ou non des AGV sont directenadidgtes au pH du milieu selon I'équilibre
acide base suivant :

AGVH - AGV™ +H"

Un pH acide aura donc tendance a déplacer I'égeili®rs la gauche (AGV non
dissociés majoritaires) tandis qu'un pH basiqueaaendance a le déplacer vers la droite
(AGV dissociés majoritaires). A 25°C, les pKa @edtate et du butyrate sont respectivement
de 4,75 et de 4,81. Dans les conditions normalela deéthanisation, les formes dissociées
des AGV prédominent trés largement.

De fortes concentrations en AGV peuvent entraimer baisse de la production de
méthane (Ahring et Westermann, 1988 ; Fukuzekial, 1990). Aguilaret al. (1995)
observent une inhibition significative de la digestanaérobie a partir de 1gde chaque
espece d'AGV. Le substrat d'origine et le procédémthanisation utilisé influent sur la
stabilité et la résistance du processus lors deedaieneurs en AGV. De plus, les AGV
agissent sur I'ensemble de la chaine microbienaedr@nne, 2007).

Les AGV affectent également I'hydrolyse des déclpeiiculaires (Veekeret al,
2000). Or cette étape peut étre limitante dansidastion anaérobie, notamment pour les
substrats solides. Lors de l'acidogenése, le psasesnaérobie tend a devenir auto-inhibiteur
par l'accumulation d'AGV, ce qui peut induire uraésbe du pH consécutive a la diminution
de l'alcalinité du milieu. L'acidogenese est cep@ahdnoins sensible aux fortes teneurs en
AGV que I'hydrolyse (Siegert et Banks, 2005). Bocrmi et al. (1997) montrent également
dans un milieu de fermentation reproduisant leslitmms d'un centre de stockage de déchets,
gue la phase de méthanogenése est plus touchdaquaimulation d'AGV que les autres
phases.

La chute de pH associée a lI'accumulation des AGgé&eeralement considérée comme
la cause principale d'inhibition de la méthanisatpar les AGV. Mais le role spécifique de
chaque AGYV sur le processus global de dégradatie@rabie fait encore débat et n'est pas
completement compris (Hobson et Shaw, 1976 ; Bare¢dEvison, 1991 ; Pullammanappallil
et al, 2001).
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Considérée seule, chaque espece d'AGV peut totatenmhiber ['étape de
méthanogenese. D'une fagon générale, le propiesatdGV le plus toxique et le plus étudié
(Barredo et Evison, 1991).

L'acidogenéese et l'acétogeneése conduisent a dagrsevariables d'AGV dans le milieu,
ainsi qu'a une répartition différente entre lesstymrincipaux acides. Les consommations de
ces différentes espéces d'AGV peuvent alors émenises a des inhibitions compétitives
(Mosche et Jordening, 1999). Par exemple, la dégjad d'une concentration élevée de
butyrate a un effet sur tous les autres AGV. Enditan mésophile, 'augmentation de la
concentration d'un AGV réduit le taux de consomamatile l'autre. La consommation du
propionate est séverement inhibée par l'acétatg/@Bur van Lieret al. (1993) et a 0,2 ¢/
pour Gorriset al. (1989). La dégradation du propionate et du butynaut aussi étre
thermodynamiquement inhibée par des concentrati@lesées en acétate (Ahring et
Westermann, 1988 ; Hickey et Switzenbaum, 1991)isMpour Pindet al. (2003), la
dégradation de l'acétate n'est inhibée par aucsimulees AGV jusqu'a des concentrations de
3a4dgl.

L'inhibition de la production de méthane surviegalément avec de faibles teneurs en
AGV non dissociés. Mawsoet al. (1991) relient l'inhibition de la consommation des
différentes especes d'’AGV a la présence des fom@éH a des concentrations de 10 a
60 mgk. Par ailleurs, la prise en compte des AGVH dassnimdéles d'inhibition de la
digestion anaérobie dans son ensemble (Mdsche rdeniig, 1999) ou au niveau de
I'hydrolyse (Heet al, 2006), permet de rendre compte des défauts elugtion de biogaz.

L'accumulation des AGV lors de processus de digestinaérobie peut aussi étre le
résultat de déséquilibres entre les différentepedtanicrobiennes et ne pas étre liée a des
inhibitions causées par les AGV eux-mémes (Niettead, 2007), mais plutot, par exemple, a
une inhibition par un autre compo&@. présence de certains AGV est alors la conséquenc
d'une inhibition et non sa causele suivi des AGV lors de la dégradation anaérolsie e
essentiel pour la détection d'un probléme éventleebtabilité du processus. En effet, de
nombreux auteurs ont montré que lors d'une inbibitlu systeme, les AGV s'accumulent
(Bolzonellaet al, 2003). Pour plus de détails, se référer aux ttempi3.6.4. Sensibilité des
différentes flores bactériennes a l'azote ammoniat”'5.2.2. Dosage des composeés
intermédiaires"”.

3.5 Les cations

Les cing cations les plus communs sont I'ammonilencalcium, le magnésium, le
potassium et le sodium. lls peuvent avoir un imgsgnificatif sur la méthanisation ; positif
ou négatif selon leur concentration. lls peuvertvpnir du déchet ou de l'eau ajoutée au
procédé. Le Tableau 9 liste les concentrations efidtes d'avoir un effet sur la
méthanisation d'aprés les travaux de Kugelman efavty (1965). lls peuvent avoir des
effets inhibiteurs synergiques ou antagonistesules avec les autres (Kugelman et Chin,
1970). L'ion ammonium fait I'objet d'un chapitreart ci-dessous.

Tableau 9.Concentrations en cations métalliques stimulatréteshibitrices de la méthanisation

Cation Concentration  Concentration modérémen Concentration fortement
stimulatrice (mg/t) inhibitrice (mg/{) inhibitrice ou toxique (mg/t)
Ammonium 50 — 200 1000 — 1500 3000
Calcium 100 — 200 2500 — 4500 8000
Magnésium 75 - 150 1000 — 1500 3000
Potassium 200 — 400 2500 — 4500 12000
Sodium 100 - 200 3500 - 5500 8000
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3.6 L’azote ammoniacal

3.6.1 Mécanisme de formation de I'azote ammoniacal

L’azote organique est l'azote lié au carbone paumér des molécules complexes.
Dans les étres vivants, 'azote organique se trquwecipalement dans les protéines, les
acides nucléiques (ADN, ARN), dans certains polgsaddes comme la chitine (carapace
des arthropodes) ou encore le peptidoglycane (pl@somicroorganismes).

La minéralisation est le processus de transformatles composés organiques en
composés minéraux. Ce processus résulte des maataaboliques des microorganismes
hétérotrophes et permet de fournir I'énergie né&iessa la croissance microbienne. Ce
processus transforme une partie de l|'azote organign azote ammoniacal : c’est
'ammonification. Au cours de ce processus, I'hygse enzymatique des protéines se traduit
par le relargage d’acides aminés qui sont assinilégatabolisés pour la croissance. Les
acides aminés sont alors transformeés, par fermentgiar des microorganismes anaérobies
en dioxyde de carbone, en azote ammoniacal etidasagras volatils (Jorgensen et Halling-
Sorensen, 1993). L'azote ainsi minéralisé peutsafire utilisé par les bactéries pour leur
croissance. L'exces de composés azotés, non n&esssala croissance bactérienne, est
excrété par les processus de déamination ou d'aimficadion en un mélange d’ammoniac
(NHa) et d’ion ammonium (N&) dont I'équilibre est fonction du pH et de la tedmgture.

L’azote ammoniacal provient également de la moris pde la lyse cellulaire des
microorganismes. Les microorganismes capables déraliser les composés organiques sont
particulierement nombreux et peu spécifiques.

La principale voie de conversion de l'azote contedans les déchets est
'ammonification, puis la solubilisation dans lagsie liquide. Si I'on excepte les besoins des
microorganismes pour leur croissance, I'azote amacahen conditions anaérobies ne peut
théoriquement pas étre transformé par les voiessigaes de dégradation de l'azote.
Signalons néanmoins le cas particulier de la réactinammox (oxydation anaérobie de
lammonium ; Graafet al, 1995) qui nécessite la présence de nitrite dammilieu. Cette
réaction trés spécifique ne peut généralement pas Beu au cours d'une opération de
méthanisation classique.

Les besoins en azote pour la croissance des lectédthanogénes sont plutdt limités,
comme nous le verrons dans le paragraphe suivaiécielle industrielle, le digestat sortant
est pressé et les jus de presse sont recycléslegmecédé afin d’économiser de l'eau.
Lorsque l'azote est en exces par rapport aux beguinr la croissance de la biomasse (et
c’est généralement le cas pour les déchets ménalgensajeure partie de I'azote ammoniacal
se retrouve en solution dans les jus de pressgyigeeut entrainer une accumulation d’azote
ammoniacal dans le réacteur.
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3.6.2 Equilibre entre 'ammoniac et 'ammonium

En milieu aqueux, 'azote ammoniacal est présems seux formes en équilibreNH,"
et NHs. L'équilibre entre les deux formes est relié au giid milieu selon I'équilibre acide
base suivant :

NH, o« NH,+H"

Un pH acide aura donc tendance a déplacer I'égeilfers la gauche (ion ammonium
majoritaire) tandis qu’un pH basique aura tendadde déplacer vers la droite (ammoniac
libre majoritaire).

Ka est la constante d'équilibre acido-basique dethonium, qui vaut Id*° & 25°C
(298 K). Cette constante varie avec la températel@n I'équatior(l) :

ArH® (1 1
1 In(Ka;,) =In(Ka,,) + —
( ) ( T2) ( Tl) R (Tl sz
Dans laquelleArH® est I'enthalpie standard de réactidH°® nna/nHa+ = 51965 J/mol),
R est la constante des gaz parfaits (8,3145 JKhl et T est la température en Kelvin.
Rappelons que pKa = -lggKa).
Nammo
(2) [NH,] :W
Ces relations montrent qu’une baisse de la tempé@rantraine une augmentation de la
valeur de pKa du couple NHNHs. A température ambiante, & un pH de 9,25, 50%adete
ammoniacal est sous forme de NHPour chaque diminution d’'une unité pH, il y a une
diminution d’un facteur dix de la concentration Bis. Ainsi, & pH =7, la forme NH
prédomine largement. Cependant, une augmentatitanddeur de pH de 7 a 8 provoque une
augmentation de la teneur en ammoniac libre defbigit(Figure 7). A 35 et 55°C, le pKa est
respectivement de 8,95 et 8,41. Une élévation tenti@érature entraine donc un déplacement
de I'équilibre favorable a la formation de AH

100%
90% \ //
80% Sy
70% NH3 (55<) ! ‘\‘//
60% L | NH4+ (55C) KII
50% NH3 (35C) /I
40% = = «NH4+ (35C) /I“
30% [f A
P |
20% - / '\
10%
0% A
0 2 4 6 pH 8 10 12 14

Figure 7 : Répartition des formes libre et ioniséele I'ammoniac en fonction du pH a 35 et 55°C

3. N-NH," : azote ammoniacal sous forme ion ammonium
N-NH; : azote ammoniacal sous forme libre

Nammo: azote ammoniacal total (N-NH+ N-NHz)
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3.6.3 Effet de I'azote ammoniacal sur la méthanisat ion

L’azote ammoniacal est indispensable aux métabeksmicrobiens et stimule I'activité
méthanogene. Etant donné que la formule empiriguia dhiomasse estsB;0.N, suivant le
taux de croissance des microorganismes, il fau@raité kg d'azote pour 1000 kg de DCO
consommée ou 0,5 & 1 kg d'azote pour B@m méthane produit. Ainsi, il faut 3,3mg de
Nnna+ pour dégrader 1g d’acétate (Takashima et Spe@88).1ll est considéré d’'une maniere
générale que jusqu’a des concentrations de 200, i@Zote ammoniacal est bénéfique aux
procédeés anaérobies (Liu et Sung, 2002). De glassté noté que la concentration en NaNH
dans un réacteur en phase liquide doit étre maietem exces de 40 a 70 mgbur éviter
toute diminution de I'activité de la biomasse (Sl 996). En effet, cet azote est nécessaire
a la croissance car les cellules microbiennes smmiposées de 10 a 20 % de protéines pour
80 a 85 % d'eau (Hu, 2003) et la teneur des pregéam azote est comprise dans une plage
allant de 15 a 18 % d’azote.

Toutefois, les composés azotés qui sont apporteke mechet entrant sont une source
importante de problemes opérationnels rencontrés ta digestion anaérobie des ordures
meénageres ; et en particulier I'azote ammoniacatKe et al, 2007). A I'échelle industrielle,
lammoniac est le principal facteur de perturbatides installations de méthanisation
(Angeladiki et al, 2005).Des concentrations trop élevées en azote ammoniagauvent
entrainer d’'importantes inhibitions de la méthanisdion et sont un des principaux
problemes liés a la digestion anaérobie par voie @& (Liu et al, 2006b). Par exemple
Kroeker et al (1979) trouvent, pour la méthanisation de ligler porc, qu'une inhibition
apparait a partir de 2000 nigkt augmente jusqu'a atteindre une inhibition ¢otal
7 000 mgt.

Les effets inhibiteurs de 'ammonium (IyBl et de I'ammoniac libre (Ng sont
distingués dans de nombreuses études (Krastkak, 1979 ; Wujcik et Jewell, 1980 ; Braun
et al, 1981 ; Koster, 1986 ; Lagt al, 1997b ; Jewelkkt al, 1999). Pour la plupart d'entre eux
ce serait la forme libre (N qui serait la forme toxique. Elle serait capatdedénaturer les
protéines membranaires et de se diffuser passiviedags les cellules des micro-organismes.
Toute augmentation de pH devrait donc augmenter l¢oxicité (Koster et Koomen, 1988).

Toutefois, une autre étude (Lagt al, 1997b ; Layet al, 1998) accorderait plus
d'importance a la concentration en ion ammonium {)lH.a concentration en Ny-aurait un
effet sur le temps de latence de I'inhibition ehpas sur I'inhibition en elle-méme. De plus,
dans le cas d’'une acclimatation préalable des ruimganismes a de fortes concentrations en
azote ammoniacal, la forme toxique serait le;Nlors que pour des micro-organismes non
adaptés a I'azote ammoniacal, ce serait la forme tte étude est toutefois la seule a aller
a I'encontre de la premiere théorie définissanNk; comme la forme toxique de l'azote
ammoniacal. Au vu des résultats, nous pouvons sgpppe c'est un effet du pH optimal de
la méthanisation qui a été observé plutét que 8ichdu pH sur l'ionisation de 'ammoniac.

3.6.4 Sensibilité des différentes flores bactérienn es a I'azote ammoniacal

D'une facon générale, les auteurs s’'accordent ming que la flore thermophile
supporte mieux les fortes concentrations erny §ite la flore mésophile (Jarradt al, 1987).
Par exemple Methanobacterium thermoautotrophicutthermophile) résiste a des doses
d'ammoniac total deux fois plus élevées qidethanobacterium formicicumet
Methanosarcina barkeri (mésophiles) et des doses cinq fois plus élevées ¢
Methanospirillum hungatdimésophile).

Parmi le consortium de micro-organismes de la tiigesanaérobie, les méthanogénes
sont les espéces dont le taux de croissance gdtidebas : elles sont donc plus sujettes a
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cesser de produire suite a divers types de stredgBnementaux, tels que des surcharges en
acides gras ou en ammoniaque (Koster et Lettir@24 1 Krylovaet al, 1997 ; Hansest al,
1998).

Toutefois, une étude de Cadl al. (2005) montre le contraire a partir d'observations
microscopiques avec identification des différentpspulations de micro-organismes
(technique de FISH. Ils ont observé une accumulation de propionatene diminution des
bactéries acétogénes dans le cas d'ajouts d'anmnanian milieu contenant de l'acétate
comme substrat. Toutefois, lorsque le substrat élaibutyrate, les bactéries acétogenes
consommatrices de butyrate n'étaient pas inhileEesyui révéle la résistance des bactéries
acétogenes consommatrices de butyrate.

Ceci est trés important car la consommation dedeaajras par les méthanogenes doit
coincider avec la production d’acides gras para@stogenes. En effelans le cas d'une
inhibition de la consommation des acides gras quibatinueraient a étre produits, il y a
un risque d’accumulation des AGV et de baisse du pH

Selon certaines études, les méthanogénes acétesrephaient plus sensibles aux fortes
concentrations en ammonium que les méthanogenasd@mbtrophes (Koster et Lettinga,
1984 ; Sprott et Patel, 1986 ; Bhattacharya etiRatl®89 ; Robbingt al, 1989 ; Angeladiki
et al, 1993 ; Borjeet al, 1996) alors que d’autres soulignent le contr@iveegant et Zeeman,
1986).

Wiegant et Zeeman proposent un mode d'action deidliion de la méthanisation
thermophile par 'ammoniac d'apres leurs mesuresaie de croissance des différents micro-
organismes du consortium. Selon eux, 'ammoniat agnme un puissant inhibiteur de la
formation du méthane a partir de ét de CQ. Il a seulement un effet mineur sur la formation
de méthane a partir d'acétate, ce qui est indigué'ipdépendance du taux de croissance
spécifigue des méthanogenes acétotrophes visde s concentration en ammoniac (jusqu'a
4500 mg Nmmd0). Sur la base de considérations thermodynamigugsmontrent que
l'inhibition de la consommation d'hydrogéne condait'inhibition de la dégradation du
propionate. L'accumulation de propionate, a somr,t@git comme un inhibiteur des
méthanogenes acétotrophes. Cela explique la différeentre les accumulations d'acétate
observées dans les méthaniseurs thermophiles redsistvec de hauts niveaux d'ammoniac
ainsi que les différences vis a vis de la méthanege acétotrophe sous forte concentration
d'ammoniaque telle qu'elle est observée en lakogatibserait donc intéressant de pouvoir
effectuer des expériences d'ajout d'ammoniac dans ed conditions reflétant les
conditions de I'échelle industrielle.

Des études en cultures pures déethanosarcina barkeri Methanobacterium
thermoautotrophicurmret Methanospirillum hungateiréalisées a un pH de 6,5, ont permis
d’obtenir des seuils d’inhibition de 50% de la naétbgenése pour des concentrations en
NH,;" respectivement de 11,9 g /19,8 g Nt et 4,2 g N{ (Jarrellet al, 1987), ce qui
constitue des valeurs relativement élevées en otnatien.

Toutefois au sein d’'une méme espece, corMeéhanobacteriumdes différences de
tolérance ont également été observées : une iitmldtale pour une exposition a 4 g.Nd
(Hobson et Shaw, 1976) et une inhibition de 50% ldeméthanogenése pour une
concentration de 10,5 g:WNnd € (Jarrellet al, 1987).

* FISH : Fluorescence par Hybridation In Situ
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3.6.5 Mécanismes de linhibition par 'azote ammoni  acal

Les mécanismes biochimiques de l'inhibition pamlifaoniac sont encore mal connus
(Kayhanian, 1999). Quelques études en culture mareées par Sprott et Patel (1986) ont
montré que 'ammoniac pouvait affecter les bacsméthanogeénes de deux maniéeres :

L’'ion ammonium peut inhiber directement le systéamgymatique synthétisant le
méthane ;

La molécule d’ammoniac, hydrophobe, peut diffusssgivement vers I'intérieur de
la cellule, causant un déséquilibre protoniqueuetitoe carence en potassium.

Ces hypothéses sont illustrées dans la Figure 8.c8tie figure, les molécules
d’ammoniaque diffusent passivement dans les cslldés méthanogenes ou la différence de
pH intracellulaire en transforme certaines en animmn(NH,"), absorbant ainsi des protons
(H"). Les cellules doivent ensuite utiliser de I'énengour maintenir I'équilibre en protons en
utilisant un antiporteur a potassium JK(Sprottet al, 1984). La diffusion des molécules
d’ammoniac a travers les parois de la cellule démknla physiologie des méthanogenes.

Varient selon le pH

\ Diffusion de 'ammoniac au
NH4+ < > NH3 travers de pore cellulaire

/
_— K*
XL

[

Mg**
cat

Systeme
enzymatique de Pompe a protons Paroi cellulaire
méthanogénése

Figure 8 : Mécanismes possibles de l'inhibition pafammoniac dans les bactéries méthanogénes (adapté
de Sprott et Patel, 1986)

Une étude (Wiegant et Zeeman, 1986) indique que

Une élévation de la concentration en azote ammahtatal affecte séverement les
taux de croissance des méthanogenes hydrogénagrpphe

De l'acétate apparait rapidement suite a une augti@m de I'azote ammoniacal
total, bien que les archae acétotrophes soientr@tustantes a l'inhibition par I'azote
ammoniacal, en opposition avec d'autres obserngtioomme nous l'avons vu
précédemmen(6.4).

L’hypothese proposée est qu’'un composé intermédg@ccumule pendant l'inhibition
de la consommation d’hydrogene et que cela pouaféacter la conversion de I'acétate en
méthane. Le(s) composé(s) impliqué(s) pourrai(@mét I’nydrogéne et/ou le propionate.

Une des raisons pour laquelle la forme ionisée 4INEst moins nocive que la forme
libre est que I'hydroxyde produit par la réacti@®) (éagit avec le COproduit pendant la
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digestion anaérobie pour former du bicarbonatecfid@as (4) et (1)). Cette production de

bicarbonate augmente le pouvoir tampon du mili@actiénnel. Le procédé en devient plus

stable car moins enclin a étre affecté par deduddions mineures de I'équilibre entre les

acétogenes et les méthanogenes (Kayhanian, 1989rdsence des formes ammoniacales
rajoute donc un effet tampon dans les milieux destion.

(3) NH, +H,O0 - NH, + OH"
(4) CO, +HOH = H,CO, = H" +HCO;,
5) H,CO, +OH™ « HCOj; +HOH

3.6.6 Interaction de I'azote ammoniacal et d’autres parametres

a) pH et Acides Gras Volatils

Comme nous l'avons vu précédemment, toute hauspel duntraine une augmentation
de la toxicité de I'ammoniaque. Plusieurs auteugésgnisent de maintenir le pH entre 7,0 et
7,5 pour éviter de tels problemes (Kroekeml, 1979 ; Bhattacharya et Parkin, 1989 ; Chen
et al, 2007). D'autres auteurs conseillent de dimineepH pour empécher la toxicité de
'ammoniaque lors d'une hausse éventuelle de ce(Braunet al, 1981 ; Koster, 1986).

Comme nous l'avons vu précédemmemtbe inhibition de la méthanogenese par
'ammoniaque peut causer une accumulation d’AGV etlonc une chute du pH qui, si elle
n'est pas corrigée, peut aboutir & une faillite tale du digesteur(Kayhanian, 1999). En
outre, il a été déterminé que c’est la toxicitd’dmmoniaque qui entraine une accumulation
des AGV et non l'inverse. Il peut arriver égalemgueé la baisse du pH due a I'accumulation
d’AGV entraine une baisse de la concentration ery Bkl faveur du N, et donc une
diminution de l'inhibition L’interaction entre 'ammoniaque, le pH et les AGQ/ peut donc
conduire a un « état déquilibre inhibé » ou le preédé est stable mais avec un
rendement en méthane amoindr{Angeladikiet al, 1993).

b) Température

Bien que la flore thermophile soit moins sensibl&dmoniac que la flore mésophile,
plusieurs auteurs ont trouvé qu'en prenant le pkoogans son ensemble, les procédés
thermophiles présentaient plus de risques d'inbibipar 'ammoniaque que les mésophiles
(Braunet al, 1981 ; Parkiret al, 1983). Une température élevée a un effet positifles
vitesses métaboliqgues mais conduit par la mémeeaconcentration en ammoniaque plus
élevée du fait d'une dégradation des protéinesrpjude. De plus, la température fait baisser
le pKa et donc augmenter la teneur en ammoniadue ([NHs) qui est la forme la plus
inhibitrice.

Angelidaki et Ahring (1994) ont trouvé que des amtcations plus élevées en azote
ammoniacal réduisaient la température maximalerédeléElles ont en effet montré que
lorsque la concentration en azote ammoniacal élavée, la réduction de la température en
dessous de 55°C permettait une augmentation duemegrt en biogaz et une meilleure
stabilité du procédé, qu'indiquait une baisse dmflecentration en AGV. La concentration en
acétate diminuait de 2400 a 900 hgbur une réduction de la température de 55 a 40°C,
tandis que le propionate augmentait dans un pretermps de 1800 a 3700 nigpuis
diminuait finalement a 740 mg/De méme, une augmentation de température de6d8G
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provoquait une chute de la production de gaz. Toistde procédé arrivait a s'adapter aux
plus hautes températures lorsque la concentrati@zate ammoniacal était faible.

c) Autres ions

Certains ions tels que NaC&" et Mg sont antagonistes de [inhibition par
'ammoniac. Il s’agit d’'un phénomene dans lequetdgicité d’un ion est amoindrie par la
présence d’'un ou plusieurs autre(s) ion(s) (Heseérnket Ahring, 1991).

Les sulfites, produits par la réduction des su#fatgeuvent agir en synergie avec
'ammoniac dans l'inhibition de la méthanisationartdenet al. (1999) ont trouvé qu'a une
concentration de 4,6 g:Nmd{, de faibles additions de sulfites (23 mfy§ provoquaient une
inhibition de la production de biogaz tandis quasssulfites, la méthanisation était possible
méme a 6 g Mnmd €. L'ajout de chlorure de fer (Felpour précipiter les sulfites permettait
de lever cette inhibition.

En revanche, Heinrichet al. (1990) ont trouvé que les effets inhibiteurs dmthoniac
étaient moins séveres dans des réacteurs en hgiplesmentés en sulfates. Cela montre une
action antagoniste des bactéries sulfatoréductvises vis de l'inhibition par I'ammoniac.

5

S\

3.6.7 Adaptation/Acclimatation des micro-organismes a [l'azote

ammoniacal

De nombreux auteurs ont prouvé qu’'une adaptatiola tddomasse permettait une plus
grande tolérance des populations microbiennes auxesf concentrations en azote
ammoniacal. Cette adaptation peut se faire soit e introduction graduelle d’azote
ammoniacal (Borjeet al, 1996 ; Lopezet al, 2006), soit en acclimatant la biomasse aux
fortes concentrations en azote ammoniacal (De Beteag 1984 ; Omilet al, 1995 ; Layet
al., 1997b). Cette dépendance entre la toléranceadaptation de la biomasse permet
d’expliquer les différences observées dans la rdittée : 50% d'inhibition de la
méthanogenese observée pour une concentration Sen@6N-NH/L pour un biofilm
méthanogene a 37°C dans un effluent de poissonagri¢= 7,5 (Sosset al, 2004) ou pour
une concentration de 9,2 g.hdl lors d’'une digestion anaérobie réalisée dans ureumi
standard entre 30 et 35°C (De Baetal, 1984). Un exemple classique de I'adaptation des
microorganismes est la dégradation anaérobie @r lie porc qui a classiquement lieu en
présence de fortes concentrations en azote amnabrf@s N.\mmdl, Van Velsen, 1979).
Aucune étude ne permet de dire s'il s'agit plutin dmécanisme d'adaptation ou
d'acclimatation.

Grace a des comptages de bactéries, Fujistetmal (2000) ont trouvé que les
méthanogenes acétotrophes s'acclimataient a desdsad'azote ammoniacal alors que ce
n'était pas le cas pour les bactéries consommaiieglucose.

Sung et Liu (2003) ont observé que dans des calfuuees la dose d'azote ammoniacal
causant une inhibition totale passait de Bmgur des microorganismes non adaptés a .3 g/
apres adaptation. Cela variait en fonction des titédale la phase d'adaptation.

Koster et Lettinga (1988) définissent un "potentiadaptation” qui permet de
caractériser la capacité de chaque inoculum donng'adapter a des doses accrues

® Adaptation : évolution par sélection naturellenslaune espéce, sur beaucoup de générations.
Modification du génotype. Souvent non réversible

Acclimatation : changement physiologique, biochingiganatomique, dans un individu, di a I'exposition
a un environnement nouveau. Souvent réversible
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d'ammoniac. Ainsi, l'inoculum qu'ils ont étudié awa potentiel d'adaptation de 6,2. C'est a
dire, qu'aprés le procédé d'adaptation, l'inoculwait acquis la capacité de produire du
méthane jusqu'a des concentrations 6,2 fois plw&@éb que le seuil de toxicité initial.

Parkinet al (1983) ont montré que l'inhibition par I'ammoné&ait réversible. Une fois
que l'ammoniac était retiré du milieu réactionnal gtripping, le systéme retrouvait sa
production de méthane non inhibée.

3.6.8 Inhibition ammoniacale dans les ordures ménag éres ou en voie
seche

a) Etudes a faible teneur en matiere seche

Dans des digesteurs traitant la fraction fermeittescles ordures ménageres (FFOM)
des valeurs de 600 a 1400 mg,NJ¢ sont rapportées (Tableau 10). Mais compte tenu de
I'effet du pH, les concentrations en N-hlideuvent étre beaucoup plus variables (de 6,5 a
1930 mg N-NH/t). Cependant, les teneurs en matiére seche regaesntlans ces réacteurs
sont en deca de celles utilisées en digestion sédues la digestion d’ordures ménageres
brutes, des quantités d’ammoniaque similaires B e¢ehcontrées dans la digestion de la
FFOM peuvent étre attendues étant donné que launegpartie de I'ammoniaque solubilisée
provient de la fraction putrescible facilement gthdable des OM (Jokela et Rintala, 2003).

Tableau 10 : Concentrations en azote ammoniacal awours de la digestion anaérobie continue de FFOM

Référence MS T (°C) pH Nammo (Mg/t) N-NH3 (mg/t)
Mata-Alvarezet al, 1993 15 % 55 6,4 676 - 806 6,52 -7,77
Vermeulenet al, 1993 9 % 55 8,5 3500 1930
Pavanet al, 1999 9% 55 7,7 806 — 1200 131 -195
voie 55 6,7-7,5 1390 26,5-151,6
Gallert et Winter, 1997 humid
umid€ 37 67-75 1000 19,1 — 109,6

Dans une étude bibliographique récente, GHeal. (2007) ne dénombrent pas moins de
26 articles donnant des valeurs de concentrationen@noniaque causant une réduction de
50% de la production de méthane. Ces concentratiansnt entre 1,7 et 14g(Kroekeret
al.,, 1979 ; Van Velsen, 1979 ; Parlet al, 1983 ; De Baeret al, 1984 ; Hashimoto, 1986 ;
Jarrellet al, 1987 ; Koster et Koomen, 1988 ; BhattacharyaagkiR, 1989 ; Angeladiket
al., 1993 ; Borjeet al, 1996 ; Gallert et Winter, 1997 ; Poggi-Varalketoal, 1997b ; Galleret
al., 1998 ; Hansewt al, 1998 ; Bujoczelet al, 2000 ; Sung et Liu, 2003). Il faut noter que
parmi les valeurs citées, une seule concerne laM;F& une seule les OMR (Ordures
meénageres residuelles).

Ces différences peuvent étre attribuées aux diftér® entre les substrats, les inocula, la
température, le pH et les périodes d’adaptatiom(Valsen, 1979 ; De Baeset al, 1984 ;
Hashimoto, 1986). Malheureusement, la grande m@jalés études sur linhibition de la
digestion anaérobie par 'ammoniaque portent suditgestion de déjections animales et
d’eaux usées. Une seule étude porte précisémentirgubition par 'ammoniaque de la
méthanisation des déchets solides par voie séche.
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b) Etude en voie seche

Poggi-Varaldoet al. (1997b) ont étudié I'effet d’ajouts d’azote amnamwal sur la
méthanisation mésophile (39°C) par voie séche (3de2VS) d’ordures ménageéres et de
boues secondaires de station d’épuration en ccstitige Cette étude a été menée dans 4
réacteurs semi-continus del 3lls ont fixé les alimentations de ces réacteudes ratios de
DCOI/N de 90, 80, 65 et 50 respectivement. Les padaces des réacteurs ont été évaluées
en termes d’abattement de matiéres volatiles (Md@, productivité en biogaz, de
concentration en méthane dans le biogaz, de pd ebacentrations en AGV.

Les résultats montrent que les performances duépgénse détériorent avec des doses
croissantes d’azote ammoniacal. L’inhibition deviequasiment totale pour le rapport
COD/N =50. L’inhibition se caractérise par une ssai de l'abattement en MV, une
diminution de la production de biogaz ainsi qu'wmeite plus brutale de la concentration en
méthane et du pH. Pour les deux plus fortes doseoté ammoniacal, une hausse des
concentrations en acides propionique, butyriqueadrique est observée. Cela suggére une
inhibition des bactéries syntrophes présentes dbensconsortium bactérien.Une
concentration critique d’inhibition totale du procédé de 2800 mg/kg d’azote ammoniacal
total a été déterminée avec un pH de départ a 8,5uiga chuté a 5,5 avec l'inhibition et
'accumulation d'AGV .

Bujoczeket al, (2000) ont étudié la digestion anaérobie parie geche » de fumier de
poulet mais la concentration maximale en matiérehesén’était que de 10 %. Les
caractéristiques n’étaient donc pas comparabledesa’un méthaniseur par voie séche.

c) Etude en décharge

Vigneron (2005) a étudié I'effet de 'ammoniac ddasrecirculation des lixiviats de
décharge de déchets putrescibles. Ces essaisisgt sians une zone de pH ou la forme;NH
est quasi-exclusive. lls ont permis de démontrer pour des microorganismes acclimatés a
des concentrations de 2 g N-NK, il n’y avait pas d’inhibition de la méthanogenésesque
la concentration était inférieure. En augmentasitlencentrations au-dessus de 2 g N/NH
I'inhibition apparait et s’accroit avec 'augmeindat de la concentration en ammonium. Ces
résultats varient néanmoins d'un réacteur a l'autnais les tendances observées sont
conservees.

3.7 Autres inhibiteurs

3.7.1 Les acides gras a longue chaine

La digestion anaérobie de déchets graisseux pasesiodes problemes liés aux acides
gras a longue chaine, qui sont les produits deliblyse des graisses (Chipasa et Medrzycka,
2006). Les méthanogénes peuvent étre inhibéesegacanposés (Lalman et Bagley, 2000).
lIs sont toxiques pour les consortiums anaérobis gusorption sur la membrane/paroi
cellulaire, par interférence avec les phénomeénesratesport ou par protection des autres
substrats (Cheat al, 2007).

Angelidaki et Ahring (1992) ont étudié l'effet ddes gras a longue chaine sur la
méthanisation thermophile de déjections bovinesphase de latence augmentait a partir de
concentrations en oléate et en stéarate de 0,5 eOrespectivement, et l'inhibition était
totale a partir de 0,5 et 1,0tgl'effet toxique était irréversible, méme en diluée milieu de
culture. Aucune adaptation n'a été observée en entgmt progressivement la dose d'acides
gras a longue chaine.
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3.7.2 Les métaux lourds

Les métaux lourds peuvent étre présents en grandestités dans les déchets
municipaux. Ceux qui posent le plus de problémée ochrome, le fer, le cobalt, le cuivre, le
zinc, le cadmium et le nickel (Jigt al, 1998). Une particularité des métaux lourds est qu
contrairement a beaucoup d'autres inhibiteurshédssont pas biodégradables et peuvent
s'accumuler jusqu'a des taux toxiques.

3.7.3 L'oxygeéene

Les bactéries méthanogénes sont les organismphikesensibles a I'oxygéne que nous
connaissions. Cependant, dans le cas d'entréesupthes d'oxygene dans des digesteurs
anaérobies, l'oxygéne est rapidement consommeé iminé] notamment par les especes
acidogenes (certaines sont aérobies facultatives)aucun probleme d'inhibition n'est
observable.

3.7.4 L’hydrogéne

La pression partielle en hydrogéne doit étre maued un niveau trés faible afin de
permettre la production exergonique dudipartir de la dégradation des alcools et des AGV,
tout en restant suffisamment élevée, pour permédtreonsommation exergonique dy H
(Kramer et Conrad, 1993). Cet équilibre entre ladpction d'hydrogéne et sa consommation
est un indicateur du bon déroulement du procéddéédeadation. Si le Hs'accumule, il peut
provoquer l'inhibition de la dégradation (Letial, 2006a).

3.7.5 Autres molécules organiques

Diverses molécules organiques inhibitrices ou toggjsont susceptibles de se retrouver
dans les déchets municipaux. Il peut s'agir, eatriees, des chlorophénols, des molécules
aliphatiques halogénées, des cycles aromatiquesstisies, d'aldéhydes, etc... (Chairal,
2007).

3.8 Conclusion

Comme nous l'avons vu, les problémes dinhibitimntsun point clef de la
méthanisation par voie seche. Une meilleure coraate de ces phénomenes, dans le cadre
particulier de la voie seche, est donc un enjeweangpour une meilleure maitrise de cette
technologie. C'est pourquoi cette these abordejgestions, et en particulier I'inhibition par
'azote ammoniacal dans la digestion par voie séche comme nous l'avons vu, c'est
I'inhibiteur posant le plus de problemes dans ncdse

Il ne semble pas possible de prévoir a priori dipde quel seuil de concentration en
azote ammoniacal linhibition de la méthanisaticer poie séche pourrait avoir lieu. La
recirculation des jus de presse sans traitemestn@diaire est susceptible de faire augmenter
progressivement la concentration en azote ammdreadanc de permettre une acclimatation
ou une adaptation dans une certaine mesure. Naus@® ainsi penser que l'inhibition est
peu probable pour des déchets qui ne seraientqgapteonnellement riches en azote et en
conditions normales de pH. Toutefois, linterdépmmze des especes méthanogenes et
acidogénes provoque la proximité de ces deux tyges microorganismes. Puisque
'ammonification est réalisée par les especes gédes et qu'elle conduit a la production
locale de fortes concentrations en azote ammoniaoaipte tenu du mélange qui n'est pas
complet, certaines zones tres localisées peuvenémo des concentrations tres importantes
en azote ammoniacal.
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De plus, dans le cas de la voie humide, il estiplesd’exprimer les concentrations par
rapport a des volumes (y/alors que ce n’est pas le cas en voie secheonlnk peut mesurer
gue des "concentrations massiques" (g/kg). Ort Eesoncentration d'un inhibiteur dans la
phase liquide qui détermine la force de l'inhilmitiet, en pratique, on ne peut pas vraiment
accéder a cette valeur de concentration dans léecksvoie séche.

Il n'y a pas de raison majeure qui justifierait dege mécanismes d'inhibition par les
formes ammoniacales de l'azote soient différents da digestion séche par rapport a des
milieux dilués mieux décrits dans la bibliograpHependant, il nous semble clair, en raison
de I'état particulier des milieux de digestion s&¢forte teneur en solide, peu d’eau libre) et,
surtout, en 'absence de données exhaustivesishibition dans les réacteurs par voie seche,
gue les seuils de concentrations sensibles doigtet établis de maniére beaucoup plus
précise, afin de proposer le parametre « azote amaced » comme outil de surveillance des
réacteurs de méthanisation.

En outre, nous avons vu qu'il serait intéressanpalevoir effectuer des expériences
d'ajout d'ammoniac dans des conditions reflétantdanditions de I'échelle industrielle. Or, il
est difficile techniguement et économiquement daetedes ajouts d'ammoniaque sur des
méthaniseurs de taille industrielle. Il serait darite de disposer d'un réacteur de faible
volume mais reproduisant néanmoins les conditioas théthaniseurs industriels. Des
résultats différents sont attendus entre des tmstéiole sur des substrats simples et des
expériences dans un tel réacteur.
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4 La caractérisation de la matiere organique

4.1 Introduction

La description des déchets devant étre traitésiegioint important pour une bonne
gestion d'une installation de méthanisation. Le égitde pouvoir estimer, a partir de cette
caractérisation, comment le déchet va se décommsquelle quantité de biogaz et de
méthane il est susceptible de produire lors dieirent.

Il est important d'avoir des moyens de connaitrggdantité de matiere organique
présente dans le déchet. Il faut également savales est facilement biodégradable, avec
guelle cinétique, si une part est réfractaire, asidggradation va générer des molécules
inhibitrices ou si des inhibiteurs sont déja présen

Toutefois, dans le cas des OMR, qui sont trés bgédres, il n'existe aucune mesure
simple a réaliser que I'on puisse relier facilem&na performance attendue du digesteur
(Buffiere et Frederic, 2008).

Les modéles de la digestion anaérobie, tels qUeMA (Anaerobic Digestion Model
n°1), utilisent la composition du déchet en cerdaifractions (sucres, protéines, graisses) et
considérent des étapes d'hydrolyse spécifigue deucie de ces fractions pour prédire la
production de biogaz (Batstoret al, 2000 ; Christet al, 2000). Cependant ce modéle
considére également la matiere organigue comme suiEstance homogéne, dont la
composition est toujours la méme, et dont la aijuiti d'hydrolyse ne dépend pas de la
composition. Il est cependant clair que la dégiadade la matiere organique contenue dans
les déchets dépend de sa composition biochimiques raussi de sa nature et de ses
caractéristiques physiques.

Nous aborderons donc dans un premier temps unenna$isociée classiquement a la
caractérisation des déchets : le potentiel métrem®@ou BMP en anglais, pour Biochemical
Methane Potential). Nous verrons également commassbcier cette propriété (souvent
mesurée expérimentalement) a la biodégradabilite.

Nous aborderons ensuite les différentes approcéeslabpées pour tenter de relier la
caractérisation des déchets au potentiel méthaeagiénla biodégradabilité.

4.2 Potentiel méthanogéene et biodégradabilité

4.2.1 Le potentiel méthanogene (BMP)

Le potentiel méthanogéne est la quantité de méthaseeptible d'étre produite lors de
la dégradation de la matiére organique. Il se neesur Nni de CH, par kg de matiére
volatile.

La valeur théorique du potentiel méthanogéne péat @eduite de la composition
élémentaire (CHONS) a partir de I'équation de Blis{Beiswell et Mueller, 1952) :

C,H,O/N_S, +(n—E—E+BE+EJHZO R (E—E+E+3E+EJCOZ +(E+E_E_3E_EJCH4
4 2 4 2 2 8 4 8 4 2 8 4 8 4

+CcNH, +dH.,S
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Ainsi, par exemple, pour le glucose de formuéeizOs, on obtient 3C@+ 3CH;,, donc
0,373t de CH/g de glucose. Pour une protéine de formuelANO, on obtient de méme
0,496 et pour des lipides de formulg/d;0,0s on obtient 1,& de CH/g.

Cependant, la matiere organique des déchets estcplaplexe qu'un substrat simple.
Non seulement elle contient des glucides, protéaidfides trés variés mais elle contient
également d'autres molécules organiques dont pestaie sont pas biodégradables. De plus,
certains mécanismes physiques liés notammentadleades particules peuvent empécher une
partie de la matiére organique d'étre dégradéefaidudu temps de dégradation élevé de
certains composants et de temps de rétention ¢derfmtentiel calculé par la formule de
Buswell est plus élevé que ce qui est observéaaniindustriel (Hanseet al, 2007). Ainsi
la connaissance de la formule brute de la matigganique ne permet pas de savoir si elle est
effectivement biodégradable. La mesure du potenté&thanogéne, qui est une mesure directe
de la capacité a produire du méthane d'un déchétepte donc un intérét certain pour évaluer
la biodégradabilité d'un déchet.

La mesure du potentiel méthanogéne a fait I'okgeditférents protocoles, dont on peut
trouver une excellente synthése dans un articlagéAdaki et Sanders (2004). D'une fagcon
générale, ces protocoles visent a produire lesittons optimales de la méthanisation de la
matiere organique afin d'exprimer la totalité, euntaximum, du potentiel méthanogéne du
déchet. Les méthodes restent a standardiser afjouleir mieux comparer les résultats entre
eux (Hanseret al, 2004).

Le potentiel méthanogene d'un déchet est fonctemsalcomposition. Le Tableau 11
donne les valeurs de BMP trouveées pour différeypied de substrats. D'apres une étude de
Davidssonret al. (2007), des FFOM collectées difféeremment mais éem composition ont
des valeurs de BMP similaires.

Tableau 11.Potentiel méthanogéne de différents composés

Composé BMP (Nm°CH /kgMV) Référence
Sucre simple (glucose) 0,373 Maximum théorique
Protéines (gH/NOy) 0,496 Maximum théorique
Lipides (G7H1040e) 1,014 Maximum théorique
Déchets de cuisine 0,546 Cabal, 1995
Déchets verts (feuilles, branches, écorces) 0,143 wen® et Chynoweth, 1993
Papier de bureau 0,369 Owens et Chynoweth, 1993
Carton 0,343 Owens et Chynoweth, 1993
Ordures ménageéres 0,2-10,24 Chynovettal, 1993
Biodéchets (collecte sélective ou tri manuel) 0,36 — 0,40 Macet al, 2003
Biodéchets (tri mécanique) 0,23 -0,26 Matal, 2003

Le principal inconvénient de la mesure du potentiéthanogéene d'un déchet pour le
caractériser est le temps que prend ce test (Vedrenal, 2007). En effet, si mesurer le
potentiel méthane d'un déchet prend quasiment tawteantemps que de le méthaniser
directement, alors il y a moins d'intérét a effectcette mesure. De plus, les tests BMP visent
a connaitre le potentiel maximal du déchet et seutiént donc dans des conditions idéales
qui ne sont pas représentatives de la réalité indls.
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4.2.2 La biodégradabilité
La biodégradabilité correspond a la fraction dei@natorganique réellement dégradée

hY

par voie biologique. Notons que cette définition rédere donc a des conditions de
dégradations.

Dans la suite, nous définirons la biodégradabdeémaniére plus précise, c'est-a-dire
dans les conditions de fonctionnement d'un réactlummeéthanisation. Il s’agit donc de
comparer la fraction de matiére organique pouvamt naaximum étre dégradée en
meéthanisation a celle qui est réellement dégradée.

La biodégradabilité anaérobie peut étre calculéance le rapport entre la quantité de
meéthane produite lors de la dégradation de la meatisganique considérée (mesurée comme
le potentiel méthanogéne) et la quantité théorigagimale (calculée par exemple a partir de
'équation de Buswell).

En pratique, malheureusement, I'obtention de lapmsition élémentaire de substances
aussi complexes que les déchets est problématitjest pourquoi il est préférable d'utiliser
un moyen détourné pour mesurer la biodégradabitté utilisant la demande chimique en
oxygene du déchet considéré.

La DCO est définie comme la quantité d’oxygéne sgaiee a I'oxydation compléte de
la matiére organique. Si I'on se réfere a une sumost dont la composition élémentaire
CHONS est connue, on peut calculer cette quaritté/gene :

C.H.ON.S, +[n+2-2_3¢_dl5 1o, +[2-2_glH,0+cNH, +dH,S
4 2 4 2 2 2

On remarque qu'il y a proportionnalité entre largité d'Q et la quantité de méthane
produit (équation de Buswell). Le ratio QBACO est donc toujours le méme et égal a
0,35 Nni/kg d'Op.

4.3 Caractérisation chimique et biochimique : métho des classiques
4.3.1 Caractérisation chimique

a) Teneur en eau, matiére seche et matieres volasl

Des méthodes simples, par séchage, permettent rdeit@ la teneur en eau et en
matiére seche (MS) d'un déchet. Au sein de la neasi@che, une distinction est faite entre la
matiere minérale et la matiere volatile (MV), samendu, volatile a 550°C.

La MV est parfois associée a la matiére organitf@®)( Cette méthode d'estimation de
la MO est néanmoins jugée, par certains auteurspnm étant tres approximative
(Degrémont, 1989). Cependant, elle est souveniségil dans l'industrie pour avoir une
premiere estimation de la quantité de MO conteraresdin déchet et, par extension, de sa
biodégradabilité. Une distinction est faite au sdm la MO entre la matiére organique
synthétique (MOS ; les plastiques par exemple)aemhtiere organique non synthétique
(MONS).

Le Tableau 12 présente la teneur en eau et enrggtiélatiles de chaque catégorie de
déchets recensée par I'Ademe en 29B@s différences apparaissent entre les catég@ies

® Une nouvelle campagne de recensement est en dontdes résultats seront disponibles au cours de
l'année 2008
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notera que certaines substances comme les plastiquele caoutchouc contiennent
enormément de matiéere volatile alors qu'ils ne pastbiodégradables.

La teneur en eau du déchet global est dépendantellie de chaque catégorie de
déchets et de leur proportion dans le déchet gldmle fait, des teneurs en eau de déchets
ménagers trés différentes peuvent étre trouvées tatittérature variant de 40 a 85 %
(Vigneron, 2005).

La teneur en MV dépend également de la proporties différentes catégories
composant le déchet global. Les plages de valeousées dans la littérature sont donc tres
larges : de 34 a 91 % (Vigneron, 2005).

Tableau 12. Teneur en eau et en matieres volatileles déchets ménagers et assimilés en France en 1993
(ADEME, , 1999)

Teneuren eau Teneur en MV

Celizgies (% masse humid: (% masse seéch
Déchets putrescibles (déchets de cuisine, déchéts v) 63,3 82,2
Papiers (emballages, journaux, magazines...) 26,7 1 82,
Cartons (cartons plats, ondulés, autres...) 34,1 86,9
Complexes (emballages complexes type Tetra brick) 4,8 2 85,8
Textiles (emballages textiles, autres...) 23,5 92,9
Textiles sanitaires (couches, coton hygiénique...) ,959 90,7
Plastiques (PE, PVC, PET, polystyrene...) 23,7 91,8
Combustibles non classés (bois, caoutchouc) 20,1 7 83
Verres 0,6 0,9
Métaux (aluminium, métaux ferreux, cuivre...) 8,7 0,9
Incombustibles non classés (pierres, gravats...) 9,9 8,3
Déchets spéciaux (chiffons souillés, piles...) - 15,6
Déchet global 35 59,2

b) Carbone organique total (COT), Demande chimiquen oxygene (DCO)

Mesurer la quantité de matiére organique en erdtéen sortie du méthaniseur peut
refléter I'efficacité du procédé. La mesure de I8 puis de la MV prennent du temps et ne
sont pas satisfaisantes. Des méthodes indireaisgqgbides ont donc été développées.

Pour la matiére organique soluble a faible conediot, la mesure du carbone
organique total (COT) est utilisable (Degrémont899 La mesure de COT détermine la
guantité de MO en évaporant toute I'eau puis erdamxtychimiquement tout le carbone en
CO; qui est mesuré par un analyseur a infrarougesrR@ent des méthodes ont été mises au
point pour mesurer le COT sur des solides. Ellesrmencent a étre utilisées sur les déchets
solides mais aucune donnée n'est accessible pwiatit. De plus, sur les ordures ménageres
des problémes de précision sont rencontrés a chukefaible quantité d'échantillon analysé
a la fois compte tenu de I'hétérogénéité des osduenageres.

La demande chimique en oxygene (DCO) est une auwdreere d'estimer la totalité de
la matiere organique par oxydation chimique a teatpée destructrice (Degrémont, 1989).
La DCO est définie comme la quantité d’oxygéne ssaiee a |I'oxydation compléte de la
matiere organique. L'avantage de la mesure de D&Gsa conversion en production de
méthane maximale théorique (36@le CH/kg de DCO) d'aprés les équations présentées
précédemment (vo.2.2 La biodégradabilité). La DCO comprend égalanae la matiere
organique qui n'est pas biodégradable dans leggéscanaérobies (Ahring, 2003). Pour le
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moment, la mesure de la DCO est rarement utilisédes ordures ménageres. Toutefois, il
serait intéressant de la faire plus systématiquérdans le but de pouvoir comparer les
biodégradabilités de différents déchets (Buffieral, 2006).

c) Azote total et azote organique

La méthode par distillation de Kjeldahl permet @seat la quantité d'azote (N) totale et
la quantité d'azote organique (azote des protésuetout) contenue dans un déchet. Le
principal intérét d'un tel dosage est en tant diceteur de la teneur en protéines. En effet,
certains auteurs ont autrefois pensé que la dégpadies déchets pouvait étre limitée par une
trop faible quantité d'azote (Pfeffer, 1974). Tdoite aujourd'hui, les micro-organismes se
développant dans les méthaniseurs de déchets solelsont généralement pas considérés
comme limités par l'azote (Angeladid al, 2006).

Une autre utilité de la mesure de I'azote est dermdner le rapport C/N. Le rapport
C/N est important pour la stabilité du procédé.rijport C/N de 25 a 32 a un effet positif sur
le rendement en méthane (Ahring, 2003). A des mnapEdN plus faibles apparait le risque
d'exces d'azote qui ne serait pas utilisé pourtahgse cellulaire des micro-organismes et
donc d'accumulation jusqu'a atteindre des cond@mgainhibitrices. A I'opposé, un rapport
C/N trop élevé entrainerait un manque d'azote [gosynthese de la biomasse. Des déchets a
forte DCO et faible concentration en azote, tels lgs effluents de production d'huile d'olive,
ne sont pas biodégradables seuls. L'ajout d'azofa co-digestion avec des déchets a plus
faible rapport C/N est nécessaire pour les dig&emezet al, 2006).

L'azote est principalement retrouvé dans les ttiet les déchets de cuisine
(Tableau 13). Le carbone est présent dans l'enseddd catégories de déchets, exception
faite des métaux et des déchets spéciaux. |l anteégu'en fonction de la part de chaque
catégorie dans un gisement donng, le rapport CiNr@wvarier fortement.

Tableau 13. Teneur en carbone et en azote des déshménagers et assimilés en France en 1993 (Aderh@99)

Teneur en azote

Teneur carbone

Catégories (% masse séche organique
(% masse sech

Déchets putrescibles (déchets de cuisine, déchéts v) 41,3 1,79
Papiers (emballages, journaux, magazines...) 43,8 20,3
Cartons (cartons plats, ondulés, autres...) 42,1 0,33
Complexes (emballages complexes type Tetra brick) 9,04 0,33
Textiles (emballages textiles, autres...) 51,4 3,34
Textiles sanitaires (couches, coton hygiénique...) 450 0,67
Plastiques (PE, PVC, PET, polystyrene...) 65,7 0,43
Combustibles non classés (bois, caoutchouc) 46,7 66 1,
Verres 0,4 0,02
Métaux (aluminium, métaux ferreux, cuivre...) - 0,38
Incombustibles non classés (pierres, gravats...) 1,9 0,18
Déchets spéciaux (chiffons souillés, piles...) - 0,49
Déchet global 33,4 0,73

En fonction des données Ademe (1999), le rappditdes déchets ménagers en France
serait de 46. Le rapportfganiquéN diminue au cours de la digestion anaérobie eaatbone
est transformé en biogaz tandis que I'azote nigsttrgs peu utilisé pour le métabolisme des
micro-organismes.
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4.3.2 Caractérisation biochimique

a) Glucides

Lesglucides aussi nommés par abus de langage "sucres", abiitibllement répartis
entre oses (monosaccharides et disaccharides pEgr@ous l'appellation sucres simples) et
polysaccharides (polyméres d'oses).

Les sucres simplessont constitués de chaines aliphatiques ou deefraycliques
saturées et ont pour formule brutgkg,0,). lls possedent plusieurs fonctions alcd®iGH)
et une fonction carbonyld&R(CHO avec liaison C=0). Les sucres simples sost présents
dans les végétaux et donc dans la fraction orgenitgs OM. Abondants dans la matiere en
décomposition, ils sont a la fois synthétisés étuité par les micro-organismes.

Les polysaccharides constituent la forme principale des glucides démamatiere
organique en décomposition. Ce sont des homopogsngui résultent de la condensation
entre elles d'un grand nombre de molécules de ssorgles. Leur masse moléculaire est trés
élevée. Les polysaccharides sont d'origine végétalemicrobienne. Dans la matiére
organique ayant un niveau de décomposition avdeséyolysaccharides sont principalement
issus du métabolisme microbien. Les polysacchanifimsgine végétale les plus abondants
sont la cellulose et I'hnémicellulose.

La celluloseest un polyholoside homogene de glucoses liesipadiaisonf(1->4). I
s'agit d'une macromolécule constituée de I'encha&nen fois répété rf~ 1500) de cycles
gluco-pyranose ((§H:120¢)n). Elle constitue la paroi des cellules végétakest, fibreuse,
résistante et insoluble dafigau. Il s'agit dé'un des principaux constituants du bois. Elle est
associée a d'autres polysaccharides comme I'hdnhisel (Lyndet al, 2002).

Les hémicellulosessont définies comme étant des polysaccharidediralesolubles.
Elles peuvent étre linéaires ou ramifiées et ctuéds de 2 a 6 des monomeres suivants :
xylose, galactose, glucose, mannose et acides rghiques. Les hémicelluloses sont des
constituants végétaux qui accompagnent la cellldass la constitution du bois.

Les sucres réducteurs peuvent étre dosés parethfé&s méthodes dont certaines seront
détaillées dans la partie Matériel et Méthodes. frestions cellulose et hémicellulose
peuvent étre mesurées par la méthode de Van Soestifdessous).

Pendant la digestion anaérobie, les glucides sangteles polysaccharides les plus
courts sont rapidement solubilisés et assimilés Ipar micro-organismes. Les glucides
complexes, quant a eux, ne sont pas solubilisésédiatement et doivent d'abord étre
hydrolysés a I'extérieur des cellules microbienanent de pouvoir étre absorbés sous forme
de monomeéres. Il en résulte que leur dégradatioreesdée.

b) Lignines

Les lignines sont des polyméres aromatiques de poids moléeudavé, obtenus a
partir de trois monomeres phénoliques : les p-covies les coniféryles et les alcools
sinapiques. Ces unités de base sont reliées skisni@ 12 combinaisons via des liaisons C-O
et C-C. La biopolymérisation de la lignine se fiains les parois cellulaires des végétaux par
oxydation enzymatique.

La fraction lignine est mesurée par la méthode de Soest (voir ci-dessous).

La diversité de leurs liaisons et leur nature attgma conférent aux lignines une
importante résistance face a la dégradation miermd. La dégradation biologique des
lignines est réalisée uniquement par des champgynbiies ne peuvent donc pas étre

69



J. Guendouz |. Etat des connaissances

dégradées en conditions anaérobies. De plus, damatiére végétale, la lignine protége une
part de la cellulose et des hémicellulose de ¢jattades micro-organismes. En effet, dans les
plantes, se forment des structures tridimensioesetle lignine et de cellulose, appelées
lignocellulose, dans lesquelles la cellulose estgyee de l'attaque des micro-organismes
(Malherbe et Cloete, 2002).

Dés 1980, Chandlezt al. mettent en évidence une relation linéaire négativiee la
biodégradabilité et la teneur en lignine de déchétgtaux et de déjections animales. Cette
relation a été confirmée depuis (Moller al, 2004) et affinée a une relation négative a la
fraction "lignine + cellulose" pour pouvoir étre sgudée aux ordures ménageres également
(Buffiere et al, 2006).

c) Fractionnement selon la méthode de Van Scest

L'analyse proximale selon la méthode de Van Scégt anise au point pour prédire la
digestibilité des fourrages (Van Soest, 1963 ; \Gaest et Wine, 1967). Elle permet, par
extractions et hydrolyses successives dans desgdate de plus en plus forts, de séparer
guatre fractions constitutives de la paroi des tagé: les hémicellulose, la cellulose, la
lignine, le résidu minéral.

Cette méthode est applicable aux déchets solideaneret al, 1980 ; Peregt al,
1992). Toutefois, il convient de noter que lestiats ainsi obtenues ne sont pas purement les
guatre indiquées par la méthode originelle, surttaris le cas des ordures ménageres. En
effet, la fraction "lignine" contiendra égalemerdgsdmatiéres plastiques, par exemple. De
plus, nous ne savons pas actuellement dans questtéoh se retrouvent les protéines.

Le Tableau 14 donne la composition, selon le foactement de Van Scest, de différents
déchets. Certaines catégories de déchets, compepler de bureau, contiennent une forte
proportion en cellulose, tandis que dautres caiggjo comme les feuilles végétales,
contiennent une plus grande quantité de lignines @mportions varient également en
fonction de I'état de dégradation du déchet. Eete#n se dégradant, la proportion de
cellulose d'un papier de bureau ou d'un journalrdien

La composition moyenne de déchets ménagers et ilssiserait comprise entre 30 %
et 50 % de cellulose, 5 et 12 % d'hémicellulosengte 10 et 15 % de lignine (Peretsal,
1992). Cette composition varie également en fonctlie I'état de décomposition du déchet
(déchets excavés ; Tableau 14).
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Tableau 14. Composition biochimique de déchets etictions de déchets (en % de poids sec)

Cellulose Hémicellulos: Lignine MV

Type de déchets (%) (%) (%) (%) Référence

26,5 10,2 28,4 85,0

Herbe 256 14.8 216 87’8Eleazeret al, 1997

Feuilles 15,3 10,5 43,8 90,2

Branches 35,4 18,4 32,6 96,6

Aliments 554 7,2 11,4 93,

Papier 42,3 9,4 15,0 74%86"leerEt al, 1997

Papier de bureaux 87,4 8,4 2,3 98,6

Vieux journaux 48,5 9,0 23,9 98,5

dpggggge bureau 36,2 6,9 48 -

Journaux 48,3 18,1 22,1 _ Chenet al, 2004

Journaux dégradés 35,1 16,0 32,3 -

Déchets frais de 55,4 7,2 11,4 93,7 Warg al, 1997

poubelles ménagéeres
18,3 3,7 22,1 42,2 Warg al, 1997

Déchets excavés 23,4 4.7 22,5 48,2 Eleazeral, 1997
39-42 11 - - Barlaet al, 1989

. .- 34,7 7,7 17,0 70,0 Kyleforst al, 2003
Deéchets municipaux 28, 9, 23] 75 Eleazeetal, 199

d) Protéines

Les protéines sont des chaines linéaires ou cycliques d'acideismés, de liaison
peptidigue —CO-NH. Les acides aminés sont des ce@spréunissant une fonction amine,
dérivée de I'ammoniac NHou 1 a 3 atomes d'hydrogene sont substitués magaripes
hydrocarbonés, et une fonction acide carboxylidqR@QOH).

Outre les glucides, les protéines sont les principeomposés utilisés par les micro-
organismes durant la digestion anaérobie (Habi§b)l9 es protéines sont tres solubles et
sont donc rapidement disponibles. Elles sont égaientres biodégradables. Il en résulte
gu'elles sont trés rapidement dégradées dans éstitig anaérobie, cela présentant le risque
d'une accumulation d'ammoniac menant a une inbibiians le cas d'un apport trop massif
de protéines (voiB.6 L'azote ammoniacal dt3.1c) Azote total et azote organique).

La présence de glucides et de lipides ralentilgradation des protéines (Tommaso
al., 2003). D'autres auteurs tirent des conclusiofférdntes du méme type d'observation :
'adaptation des micro-organismes a la dégradadies glucides les rend moins aptes a
dégrader les protéines (Sanders, 2001)

Notons que les micro-organismes utilisent une @atéis protéines dégradées pour se
constituer leurs propres protéines. Une partiepdetines dégradées est donc remplacée par
d'autres protéines. Il en résulte qu'on observebaith, une rapide diminution de la
concentration en protéines dans le milieu, puitecaincentration reste a un niveau de base
non nul pendant le reste de I'expérience (PichiKibgel-Knaber, 2000).

La composition moyenne de déchets ménagers et ilssiserait comprise entre 4 et
10 % de protéines (Peresal, 1992).
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e) Lipides

Le terme lipides ne désigne pas un type spécifipiecomposés mais un ensemble
hétérogéne de molécules neutres et polaires apanpnopriété commune : elles sont solubles
dans les solvants organiques. Les structures maléesi des lipides sont tres variables mais
contiennent généralement toutes des acides caifoggl linéaires a longue chaine
hydrocarbonée appelés acides gras.

Les lipides dits simplesreprésentent l'essentiel, sur le plan quantitalfs lipides
naturels. On trouve au sein de cette classe lesémglies. Ils sont solubles dans le
chloroforme, I'éther, le benzéne, l'alcool a chatilacétone mais insolubles dans l'eau. lls
peuvent étre hydrolysés par les lipases aboutissantmélange de glycérol et d'acides gras.

Leslipides dits complexessont les phospholipides.

Les lipides jouent un réle important dans la nattaet chez les animaux que chez les
végétaux. La biodégradabilité des lipides est bdid_a plupart sont rapidement décomposés
par les micro-organismes mais certains, commeiies, sont partiellement résistants. Dans la
matiére en décomposition, les lipides peuvent@tnghétisés par les micro-organismes.

Les lipides impliqués dans la digestion anaéroloiet surtout lesglycérides Leur
hydrolyse est lente (Vidat al, 2000) et a libére des acides gras a longue cHAGEC ;
Fernandezet al, 2005) qui peuvent provoquer des problemes d'tib (voir 3.7.1. Les
acides gras a longue chaine). La dégradation dgstrgles commence par une étape
d'adsorption sur la paroi des cellules microbiesnwie par la dégradation a proprement
parler (Hwuet al, 1997). Les lipides sont mieux dégradés en carditthermophiles que
meésophiles : des abattements organiques de 66% @@ntre 44 a 69 % respectivement
(Chipasa et Medrzycka, 2006).

La teneur en lipides des ordures ménageres estdredble et nous ne connaissons pas
de valeur moyenne fiable. Toutefois, elle peut éomsidérée comme négligeable vis a vis
des problémes d'inhibition pour les ordures méremgaormales. Il est important, cependant,
de rester vigilant lors du traitement d'ordurescedés qui pourraient avoir une teneur en
graisses supérieure a la normale ou dans le cas datdigestion avec d'autres déchets riches
en matiére grasse.

f) Matiere organique réfractaire ou inerte

Dans les déchets ménagers et assimilés, nous treuvwee part non-négligeable de
matiére organique non biodégradable. Il est diffice savoir de quelles matieres il s'agit
mais les matieres plastiques sont fortement sounggsnd'en étre la source principale en plus
des lignines.

Ces matieres organiques réfractaires sont un prabl@our l'estimation de la
biodégradabilité d'un déchet a partir de la quéantie matiére organique car elles sont
comptées dans la matiere volatile mais ne donng@eamtieu a production de méthane.

4.4 Autres méthodes de caractérisation chimique

Les trois méthodes présentées ci-dessous sont éiwaes modernes, récentes, pour
caractériser la matiére organique des déchetss Bltnt pas, ou peu, été utilisées dans le
cadre de la digestion anaérobie. Toutefois, ellet® utilisées dans le cadre du compostage
ou du stockage en décharge et I'on peut imagiraerapalogie, qu'elles puissent avoir un
intérét pour la méthanisation. Si ces méthodes @em d'établir une caractérisation
spectrale (donc liée a la composition biochimigde3 matrices étudiées, elles ne permettent
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toutefois pas d'obtenir d'information sur la clfisation des composés, ni de prédire les
propriétés de dégradation biologique ; elles samtionnées ici a titre d'exemple.

4.4.1 Pyrolyse analytique

La pyrolyse analytique consiste en une dégraddtiermique, entre 650 et 750°C, des
matiéres organigues en absence d'oxygene. Coupléechromatographe en phase gazeuse
et/ou a un spectrometre de masse (pyrolyse GC/MI®), permet la caractérisation de
nombreuses macromolécules organiques. Sur les lppmatogrammes les différents pics
correspondent aux composés produits lors de lalysgo Cette technique permet une
approche semi-quantitative. Cependant les résuttatda pyrolyse ne sont pas toujours
représentatifs de I'échantillon du fait de leutdagensibilité a la présence de composés plus
volatils, comme les composés lipidiques. L'appicratie cette technique a I'étude des ordures
ménageres est récente et encore peu développée &lé utilisée dans quelques cas sur des
ordures ménageres mais dans le cas du compostage¢et al, 2005 ; Franket al, 2007).

4.4.2 Analyse par RMN **C

La résonance magnétique nucléaire (RMN) consisteuinettre I'échantillon a I'action
conjointe de deux champs électromagnétiques, Ftense et constant, l'autre faible et
oscillant. L'absorption par certains noyaux atoragde I'échantillon de fréquences présentes
dans la source électromagnétique servant a gélemiamp oscillant conduit au spectre
RMN. Cette propriété est liee aux spins des ato®esls les atomes qui n'ont pas un nombre
de protons et un nombre de neutrons pairs toud &t détectables en RMNH, °C, >N
par exemple. Cette technique a surtout été utilmée suivre les substances humiques dans
les compost mais elle a aussi été appliguée a riactéaisation de la matiére organique
d'ordures ménageres en décharge (Baumler et Kdugghiér, 2008).

4.4.3 Analyse par méthode infra rouge a transformée  de Fourier

La spectrométrie infrarouge est une méthode diitlzation et de dosage non
destructive. Elle regroupe en fait plusieurs teghas basées sur I'absorption ou la réflexion
par I'échantillon étudié des radiations électronéignes dans la gamme des infrarouges. Les
absorptions dans ce domaine forment une sorte deembg digitale des principales classes de
groupes chimiques qui composent la matiére organgjuyoermet d'obtenir des informations
sur la nature et les arrangements des groupesidonets des acides humiques. La
spectrométrie infrarouge est utilisée depuis umeastaine d'années, mais son utilisation s'est
considérablement développée depuis l'apparitios 870 de spectrométres a transformée de
Fourier. Cette méthode est largement utilisée pétude des substances humiques du sol.
Son application a I'étude de la stabilisation denktiére organique des composts est plus
récente, et compléte souvent les analyses en RMHM. &E également été utilisée pour
caractériser la matiére organique des déchets dagw générale (Smidét al, 2002 ;
McClure, 2003 ; Smidt et Meissl, 2007 ; Smedtal, 2007)

4.5 Caractérisation physique des déchets

4.5.1 Influence de la taille des particules

Comme nous l'avons vu précédemmehB.@. Influence de la taille des particules), la
taille des particules du déchet joue un role ingrrtlans la digestion anaérobie des ordures
ménageres en accroissant leur biodégradabilitéuetvitesse d'hydrolyse. Toutefois, la taille
des particules n'est pas un paramétre facile atifjeansurtout compte tenu de I'nétérogénéité
des ordures ménageres. Une étude a l'aide de &mmhenvisageable mais ne prend pas en
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compte la forme des particules. Or, la forme dediquées a de limportance car elle
conditionne la surface offerte a la colonisationlpa micro-organismes.

En pratique, on influe sur la taille des particybes le choix du prétraitement (broyage,
criblage, ...) et c'est souvent la taille des maillies crible qui est utilisée pour qualifier
rapidement la taille des particules.

452 MODECOM™

Il est possible de caractériser les ordures mépagsr une observation macroscopigue
c'est a dire par sa composition en différentesselasde déchets. La procédure la plus
couramment utilisée est la procédure MODECOM™ (imd¢hde caractérisation des ordures
meénageres), qui a été développée par 'Ademe eB (BBDEME, 1993). Elle propose une
procédure d'échantillonnage aléatoire des déchees@mmande une prise d'échantillon d'au
moins 500 kilogrammes. Un tri a la main permet élgaser les constituants de I'ordure en 12
catégories présentées par le Tableau 1. Ce tatitgane la composition moyenne des ordures
ménageres de Paris en 1993.

Forster-Carneiret al. (2008) ont montré l'influence de la compositioncroacopique
de la FFOM sur sa biodégradabilité. Cette etudeégalement en évidence l'influence directe
de la composition en chaque catégorie de déchets mmposition du déchet global. Cela
entraine une grande variabilité géographique epoeelle de la composition des ordures
ménageres. Toutefois, la connaissance de la cotiggpsin chaque catégorie de déchet ne
permet pas de connaitre la composition biochimapeéchet ni sa biodégradabilité. Tout au
plus, elle permettrait d'orienter les investigasion

4.6 Conclusion

La caractérisation des déchets est essentielle lpozmmpréhension des processus de
dégradation ayant lieu en méthanisation ainsi qoer pun meilleur contréle de la
meéthanisation par voie séche. Cette étude biblphggaie a permis d'une part, d'identifier les
fractions biodégradables parmi les différents daresits des ordures ménageres, et, d'autre
part, d'observer un lien entre la caractérisatmtadmatiére organique, le potentiel méthane et
la biodégradabilité des déchets.

4.6.1 Constitution des déchets: identification des fractions
biodégradables

Nous avons vu dans ce chapitre qu'il était possielséparer la matiere constitutive des
ordures ménageres en matiere organique et mati@rgainique. Il est surtout intéressant de la
séparer en matiere biodégradable et matiére natépiadable afin de pouvoir connaitre son
comportement en méthanisation. Malheureusementje@s dichotomies ne se chevauchent
pas. En effet, il existe de la matiére organique biedégradable. C'est ce qui est illustré par
la Figure 9. Certaines substances, comme les gsi@tlles protéines, sont connues pour étre
biodégradables et d'autres ne le sont jamais, cdesmaétaux et le plastique. La lignine n'est
pas non plus biodégradable en méthanisation eerifgche la dégradation d'une partie de la
cellulose. Bien que les protéines soient presquealetment biodégradables, elles ne
disparaissent jamais totalement car elles sont lem@es par les protéines de micro-
organismes.
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Figure 9. Répartition de la matiére des ordures ménageres

4.6.2 Lien entre caractérisation, potentiel méthane et biodégradabilité

Le point central de la méthanisation est la congarde matiére organique en méthane
et en dioxyde de carbone. Une caractérisationagiiade la matiere organique devrait donc
permettre de connaitre a l'avance le comportemam déchet dans un méthaniseur,
notamment combien de biogaz et de méthane il pradtia quelle vitesse.

Nous avons identifié le potentiel méthane (BMP) pwnun moyen de mesurer
directement la production de biogaz. Ce test eptlsng pour étre utilisé pour caractériser les
déchets mais il peut servir de référence afin d&val'autres méthodes.

Comme nous l'avons vu, c'est seulement une frackota matiére organique qui est
dégradée. C'est ce qui a mené les chercheurs rirdéfinotion de biodégradabilité et a
chercher des moyens de la prédire. Premieremergndldr et al. (1980) ont montré la
corrélation négative entre la teneur en ligninen diéchet et sa biodégradabilité. En 1997,
Eleazeret al. ont étudié différents composants des déchets npawic (papiers, végétaux et
aliments) et ont montré que le potentiel méthanegamgmentait avec la teneur en
hémicellulose et en cellulose et diminuait avetelzeur en lignine, sans toutefois parvenir a
établir de relation mathématique.

En 2004, Nallathambi Gunaseelan a commencé arétalgibase de données de valeurs
de BMP pour différentes parties de végétaux reptatiees des poubelles indiennes dans le
but d'établir une relation avec leur compositiom E07, en effectuant des calculs de
régression linéaire, il a montré qu'il n'était passible d'établir de relation entre la valeur de
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BMP et la teneur en un seul constituant (MV, COZote, glucides solubles, protéines et
fractions de la méthode de Van Scest). En revambbehonnes corrélations purent étre
établies, par régression linéaire multiple, lorsquesieurs de ces parametres étaient pris en
compte : glucides solubles, cellulose, lignine tazi MV.

Enfin, en 2006, Buffieret al. ont introduit le concept de biodégradabilité teé aiéfini
précédemment4(2.2. La biodégradabilité). Ills ont également ménine corrélation linéaire
négative simple entre cette biodégradabilité erdeluit des teneurs en cellulose et en lignine.
Ces travaux ont pris en compte des données de maillal. (2004) ainsi que des mesures
effectuées sur des ordures ménageres qui se snirbégrées aux observations effectuées
sur des déchets simples.

Nous avons donc identifié le fractionnement Van {Smesime une réponse sans doute
cohérente dans le cadre de la caractérisation d&R en plus des dosages des glucides
solubles et de la matiére volatile.
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5 Les parametres de suivi et de conduite des
méthaniseurs

5.1 Introduction

Comme tout traitement biologique, le traitement paéthanisation des déchets
organiques repose sur l'utilisation par les miagaaismes de la matiére organique
constitutive des déchets. La matiere qui fait olofun traitement par méthanisation peut étre
assimilée a un milieu biphasique (solide — liqujdie) solide baignant dans ldiquide
constitué d'eau et dmatiére organique dissoute Une troisieme phas@azeuse se trouve
principalement dans le ciel gazeux au-dessus dieumiactionnel mais également sous
forme degaz dissoutou de bulles. Des échanges ont lieu entre ces pif@ses. Compte tenu
des besoins métaboliques des micro-organismegalsediquide, ainsi que l'interface entre le
solide et le liquide (biofilm), sont supposés étee siege de l'essentiel deadtivité
microbiologique.

Afin de suivre et de contrdler la bonne marche @guncédé de méthanisation il est
nécessaire d'observer ces différentes partiestidrasolide, fraction liquide/dissoute, biogaz
et activité hydrolytigue microbiologique.

5.2 Les parametres usuels de suivi

5.2.1 Suivi du biogaz

Les mesures sur des gaz peuvent étre réaliséefapllesnent que sur des liquides ou
des solides. Dans une opération de méthanisatidmeste rapport entre G@t CH, dans le
biogaz sera quasiment constant et la productiobiatgaz total refletera donc l'activité et le
rendement du procédé. Des surcharges organiquaetesunhibitions peuvent causer une
accumulation de composés intermédiaires, telsepAGV, entrainant une production de gaz
plus faible. Une inhibition causerait une baisseae de la production de gaz tandis qu'une
surcharge provoquerait d'abord une augmentatiola geeoduction suivie d'une diminution,
une fois que les AGV se seraient accumulés. Laymtoah de gaz est donc le premier et le
plus utilisé des parametres de suivi et de conttéléa méthanisation. La mesure en ligne de
la production de gaz est tres répandue (Ahring3200

Le méthane peut étre utilisé pour la productioneatgie et le rendement en méthane est
donc intéressant. Normalement, le degré d'oxydatmmyen du carbone dans la matiére
organique contréle le rapport entre £&t CQ produits. Toutefois, le pH, l'alcalinité dans le
réacteur et la température contrélent I'équilibbe@D, entre la phase liquide et la phase
gazeuse (Pfeffer, 1974). Des variations de pH atalinité feront donc varier le rapport
CH4/CO,. Ce rapport n'est pas considéré comme un bon atedic de contrble de la
méthanisation, notamment en raison de son cardtietaant. Il est donc plus intéressant de
mesurer la production de méthane seule car ek pés soumise a ces perturbations.

La température a également un effet sur la coniposén eau du biogaz (Pfeffer,
1974). En effet, une augmentation de températugenante la pression de vapeur d'eau. A
60°C le biogaz contient 19,6 % de vapeur d'eaun@lmgaz est séché, cette eau est retirée et
cela change le pourcentage en,@&HCQ dans le gaz sec. Cependant, comme la température
est habituellement maitrisée et connue dans laéendadl est possible de corriger ces erreurs
par le calcul.
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5.2.2 Dosage des composés intermediaires

La dégradation des glucides solubles et insoluldles, protéines et de lipides produit
une large gamme de composés intermédiaires, qui emsuite transformés en d'autres
intermédiaires ou en produit finaux (g@t CH,). Il peut étre tres utile de suivre ces
composeés intermédiaires pour obtenir de l'inforarasiur I'activité des micro-organismes.

Le dosage des glucides insolubles et des polyntersgamifiés, tels que la cellulose,
nécessite des méthodes de pré-traitement des #cmantrés complexes. Le dosage des
glucides solubles est en principe aisé a l'aidéHRLC mais nécessite une élimination de
tous les solides en suspension, ce qui n'est pasattapté a la digestion par voie séche.
L'analyse des protéines, des acides aminés, deedigt des acides gras a longue chaine
nécessite également une purification ou une extrapréalable.

Les acides gras volatils (AGV)sont parmi les composés intermédiaires les plus
intéressants. Il est connu que le suivi des AGM peaner de l'information importante sur le
statut du procédé (Mosche et Jordening, 1999 ; Binal, 2003). Souvent, l'acétate et le
propionate sont prédominants. En conséquencetd eré que le rapport entre ces deux AGV
pouvait étre utilisé comme indicateur d'un désdop@ldu systéeme dans les réacteurs en phase
liquide (Russell et Jeraci, 1984). Cependant, dnguite été démontré que ce rapport ne
pouvait pas étre utilisé de facon générale (Pullamappallilet al, 2001).

Une des principales raisons pour laquelle il eBicde d'interpréter de fagon générale
les concentrations en AGV de procédés stablesguestla composition du substrat a une
grande influence sur les voies métaboliques impkgudans la production de méthane.
Comme la composition des déchets ménagers estvagable, la répartition de la
concentration entre les différents acides orgarsigueeconstitue pas un indicateur trés fiable.

Trés souvent une concentration élevée en AGV esbaéquence d'une inhibition et
non sa cause (Ahringt al, 1995 ;cf. "3.6.4. Sensibilité des différentes flores bactéré=sna
'azote ammoniac”). Ainsi la concentration en AGSt dargement considérée comme un
indicateur de probléme dans le procédé. Une sugeharganique est souvent accompagnée
d'une accumulation d'acétate. Toutefois, si la peodn de méthane augmente avec
'augmentation de la concentration en acétaterdeéolé peut trés bien trouver un nouveau
point d'équilibre entre la production et la consation d'acétate, a un niveau de
concentration plus élevé (Ahringt al, 1995). Une concentration accrue d'AGV ne devrait
donc pas étre considérée comme un signe infailtleleléfaillance, mais plutét comme un
changement d'équilibre du systeme qui pourraitriéement conduire a une défaillance.

L'accumulation de propionate et de butyrate esvesttuvue comme un déseéquilibre
entre I'hydrolyse/acidogenése et l'acétogenéseprapionate, le butyrate et les AGV plus
longs nécessitent de tres faibles concentrationsydrogene pour que leur dégradation soit
énergétiquement favorable. La dégradation du prapé nécessite une concentration en
hydrogene 5 a 6 fois inférieure que pour le bugy(@zturk, 1991). Ainsi, une accumulation
de propionate est souvent observée lors de chamjeeecomposition du substrat ou de
rythme d'alimentation, a cause d'augmentations algte durée des niveaux d'hydrogéne
dissout (Ahringet al, 1995 ; Mdsche et Jordening, 1999). Si l'augmamtat'hydrogene est
plus sévere, une augmentation de butyrate ser@&régat observée (Ozturk, 1991). Si le
facteur de stress est supprimé et que le systenaepia se stabiliser, il sera souvent observé
gue le butyrate est dégradé avant le propionameséquence de la difference de sensibilité
a I'nydrogene (Ozturk, 1991).

Certaines études ont montré que les formses du butyrate et du valérate sont de
meilleurs indicateurs de modifications de I'équdildu procédé (Ahringt al, 1995). Le
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butyrate existe sous deux formes-butyrate etiso-butyrate. Len-butyrate est considéré
comme le produit principal de la dégradation deéowles plus grandes. La formatiorso¥
butyrate résulte surtout de la dégradation de liaejaun acide aminé ramifié (Allison, 1978).
La concentration erso-butyrate devrait donc rester tres faible. Cepetdartransformation
entre liso- et len-butyrate a été établie (Matthies et Schink, 199®)si, l'iso-butyrate peut
agir comme un stockage temporaire du butyratso-butyrate prévaut sur la forme-
butyrate en conditions de stress ainsi qu'en conditde plus faible température
(Nozhevnikoveet al, 2000).

5.2.3 Dosage des composés inorganiques

a) Potentiel redox

Une des mesures les plus simples est celle du tmteedox qui peut refléter des
changements au niveau des agents oxydants ou eédsicDes tentatives ont été faites pour
suivre le potentiel redox en milieu liquide maapplicabilité de cette mesure est limitée a la
détection de l'inhibition par I'oxygéne (Chynowettal, 1994).

b) Ammoniac

Pour les déchets contenant beaucoup d'azote ouradéings il est important de
s'intéresser a la concentration en ammoniac dangdeteur afin d'éviter les probléemes
d'inhibition. Nous avons développé la problématided'inhibition par I'ammoniac plus haut
(cf. "3.6. L'azote ammoniacal”). Rappelons que les canagons inhibitrices n'ont pas
encore été déterminées pour la méthanisation parseche.

c) pH

L'activité protonique, reflétée par le pH, reflé@semble des cations et anions dans le
milieu réactionnel et est fonction de nombreux cosgmts chimiques incluant les acides
organiques et les bases. Ainsi, le pH peut donres uhdications sur d'éventuelles
modifications de I'équilibre chimique, c'est-a-dipgand des acides, des bases, des anions ou
des cations sont produits ou consommeés en résgliactivité métabolique.

De plus, l'activité microbienne est dépendantetdygb. "3.3. Le pH et l'alcalinité”). Et
le suivi du pH est donc nécessaire si celui-citigas régulé.

L'interprétation de la mesure de pH est toutefoimmliquée. Les tampons principaux,
tels que le bicarbonate, I'ammoniac et les AGV,vpat stabiliser le pH, ou tout au moins
I'affecter considérablement. Ces composés sone@galt des inhibiteurs potentiels de la
meéthanisation, a des degrés divers en fonctiorededtat chimique (dissocié ou non). Les
mesures de pH ne peuvent donc pas étre utiliséeseales mesures indirectes de composés
spécifigues ou d'activités, mais devrait étre sdiis comme une mesure supplémentaire
significative pour la description de I'état du rtéac.

d) Alcalinité

Comme nous l'avons mentionné ci-dessus, les chargende pH ne refletent pas
nécessairement l'activité métabolique, a causeadardsence de tampons forts tels que le
bicarbonate, I'ammoniac et les AGV. Pour dépassemanqgue d'information, les mesures
d'alcalinité sont devenues une facon commune waiestie pouvoir tampon en milieu liquide.
L'alcalinité reflete la capacité du milieu a résish la baisse de pH. Elle est exprimée en
mg CaCQ/t.
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5.2.4 Abattement en matiere organique

Une maniére élémentaire de contréler un méthanissiude suivre ses performances.
Les performances d'un méthaniseur concernent laadégon de la matiére organique
entrante et la production de biogaz, comme nougitia vu plus haut. Pour suivre la
dégradation de la matiére organique, le plus déficeste de mesurer la quantité de matiére
organique dans le déchet entrant et dans le digestéant, comme nous l'avons vu au
chapitre 4. La caractérisation de la matiere organique”.

Les définitions et calculs des principaux paransette performance des méthaniseurs
sont repris dans le Tableau 15. Toute la difficuéigide dans le fait de l'interprétation des
parametres d'abattement, en particulier par rappad que devraient étre les performances
"maximales” de digestion. Par exemple, un abattémder80 % sur la matiére volatile peut
sembler modeste mais il est maximal si seulemen%30e cette matiere volatile est
biodégradable.

Tableau 15. Calcul des principaux parameétres detaars

Parametres Calcul Notations
) o Fe : débit massique entrant (kg/j)
Charge volumique appliquée ~y/ = Fe X Tuve Tuse : taux de MS entrante (kgMS/kg)

Tmve : taux de MV entrante (kgMV/kg

CVA (kguv/m°réacteur’j)
Vg : volume du réacteur (n

R

Temps de séjour hydraulique TSH= Ve Qe débit volumique entrant ()

TSH (jours) .

Temps de séjour des solides _ Mg X Ty X Tyye Mg: masse du réacteur (kg) .
TSS (i TSS= r, s: indices relatifs au réacteur et a I
(jours) Fs X Tyiss X Tyvs F.: débit massique sortant (kg/j)

Abattement des matiéres — - FsXTuss
N . . MS -
seches Rs (sans dimension) Fo X Tyee
Abattement des matiéres =1 Fs X Twse X Twe
. . . MV -
volatiles Ryy (sans dimension) Fe X Tyse X Tive

Production spécifique de gaz ggp_ Qs

SGP (Nni/m’réacteur/j) Qo : Débit de biogaz (NFH)

R

Rendement apparent en Qu

méthane Bua Ren, = E ; Qcha : Débit de méthane (Ni)
(Nm3CH4jkg|\/|V) E " Tmss * Tmvs

Avancement de la réaction _ Rgy, BMP : potentiel méthanogéne du déchet
(sans dimension) M= Bmp entrant (NMCH,/kgMV)

a) Charge appliquée et temps de séjour

La charge volumique appliquée (CVA) est définie omnla quantité de matieres
volatiles entrant dans l'unité, par de réacteur et par jour. A I'‘échelle industridis, charges
appliquées varient entre 5 et 15 kgMV/m(Buffiere et Frederic, 2008). Cet important
parametre de dimensionnement dépend de la natsreateposés a traiter et du type de
technologie utilisée.

La notion de temps de séjour correspond au temp®mpendant lequel un composé
séjourne dans le réacteur. On distingue le tempeerr hydraulique du temps de séjour des
solides (Tableau 15). Le temps de séjour hydrael{d@$H) n'a de sens que lorsque le milieu
de fermentation est liquide (cas de la méthanisagiar voie humide). Pour les déchets

80



J. Guendouz |. Etat des connaissances

solides, il est préférable de se référer au terepsébur des solides (TSS), qui varie entre 15
et 30 jours, selon le type de solide et la techyielatilisée.

b) Les critéres de performance

Le premier critere de performance est le renderd&timination. Dans des procédeés
fonctionnant en continu, il est exprimé comme &fion de solide éliminée entre I'entrée et
la sortie du réacteur. Cet abattement peut s'exprpar rapport a la matiere seche ou par
rapport a la matiére volatile.

Un autre critere de performance utilisé est la petidn de biogaz, qui donne une
indication sur l'activité réelle de la dégradatibdous trouvons également souvent comme
donnée de fonctionnement des installations le medé en méthane, défini comme la
guantité moyenne de méthane produit rapportéendakse de matieres volatiles introduites.
Cependant, si ces deux criteres globaux sont des bodicateurs pour connaitre le
fonctionnement du réacteur, ils ne permettent pas putant de dire si ce dernier fonctionne
de maniére optimale ou non. Buffiere et Freder@@ préconisent d'utiliser une définition
du rendement basée sur les performances de produdé méthane de linstallation par
rapport a la production maximale définie donnéel@@otentiel méthanogene.

c) Exemples
Le Tableau 16 donne des exemples de performanaegiti@niseurs par voie seche

Tableau 16. Exemples de performance de méthaniseupar voie seche, d'aprés Mata-Alvareet al, 1993

EEE[ed Dranco, Belgique| Marseille, France  Valorga, Frafice Venise, Italie

T (°C) 50-60 55 60 55 55
MS (%) 15-20 35 30 16 22
TSH () 18-21 10 9 12 8
CVA (kg/m3) 10-13 16,5 19 7 14
SGP (n/m3) 5-8 5,6 6,5-8 2,8 4,1
Rcha (Nm3/kgMV) 0,5-0,6 0,34 0,39 0,41 0,30
% CH,4 55 60 56 62 53

5.3 Suivi de I'activité hydrolytique

5.3.1 Introduction

Les mesures que nous avons présentées jusqu'icdesrparameétres externes ou des
produits de l'activité cellulaire : il ne s'agitegd'indicateurs indirects. En fait, le but habituel
du contréle des procédés de méthanisation estirdispt l'activité métabolique. C'est

pourquoi il est important de pouvoir estimer I'eité métabolique (Ahring, 2003).

Or, comme nous l'avons vu précédemmeht'R.3.5. Problématique de la spécificité de
la digestion séche d'OM"), il n'est pas possiblendsurer la quantité de micro-organismes
dans un réacteur de digestion par voie seche. Debmux auteurs se sont intéressés a
mesurer l'activité métabolique au travers d'ingioeg biochimiques produit par les micro-
organismes, et notamment les enzymes (Palmisbtal 1993 ; Froluncet al, 1995 ; Goekt

al., 1998).

Le dosage des enzymes extracellulaires dans |astitigeséche n'est pas encore trés
répandu. Mais, s'il était possible d'adapter leghotes de dosages pour obtenir une mesure
fiable, cela serait trés utile pour suivre l'acévinétabolique dans les méthaniseurs par voie
seche.
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5.3.2 Distribution dans la cellule des enzymes

Les bactéries sont des micro-organismes producieysrtants d'enzymes de deux
catégories : Lesndoenzymessont contenues dans le corps cellulaire et peuéemst
relachées dans le milieu de culture lors de la ysg bactéries. La plupart sont liees de
maniére plus ou moins réversible a la membraneleet.

Les exoenzymesdiffusent dans le milieu extérieur et sont facigr extractibles a
partir de ce milieu. En présence des substratsamentéculaires, la cellule se trouve dans
I'incapacité de les absorber et de les utilisezaiiment dans son métabolisme. Face a cette
contrainte, les bactéries synthétisent puis exarées exoenzymes. Ces derniéres,
habituellement des enzymes hydrolytiques, sontsreseceuvre pour digérer et convertir les
composés polymériques de haut poids moléculair@reduits simples, aptes a diffuser a
travers la paroi et la membrane bactérienne. @edagxoenzymes sont collées a la surface
externe de la membrane alors que d'autres se trbavétat libre dans le milieu.

5.3.3 Activité hydrolytique

Les enzymes les plus faciles a doser sont les esmyartracellulaires que les micro-
organismes sécrétent dans le milieu réactionneéftet, elles peuvent étre extraites du milieu
sans avoir a recourir a des opérations de lyselaig# et de purification du milieu. Elles sont
généralement en quantité suffisamment importante pe pas avoir a les concentrer aprés
leur extraction. De ce fait, ce sont les enzymeaspleis souvent mesurées (Paravétaal,
2005).

De plus, comme ce sont les enzymes extracellulaguas sont impliquées dans
I'hydrolyse, et que I'hydrolyse est considérée ceniétape limitante de la méthanisation des
déchets solides et particulaires (Mauneiral, 1991), la mesure de l'activité hydrolytique
apparait comme un parametre particulierement mattien digestion séche.

Les enzymes hydrolytiques sont des enzymes quiysatd la réaction de rupture de
I'enchainement covalent de 2 atomes d'une moléawde fixation des éléments d'une
molécule d'eau sur les valences rendues disponibles

La liaison rompue peut étre entre 2 atomes de oarba entre un atome de carbone et
un hétéroatome (N, O, ...). La liaison catalyséermisur la nature de I'enzyme mise en jeu
(liaisons peptidiques, esters, amines, ...). La m@act'hydrolyse peut étre schématisée
comme suit :

C-X+H,0. - C-OH+X-H

Bien que théoriqguement réversibles, ces réactiohgear équilibre déplacé plutét dans
le sens de I'hydrolyse en raison de la présencesseixe des molécules d'eau. La réaction
inverse (de synthése) suit généralenienivo d'autres voies métaboliques.

Il existe 3 groupes majeurs d'enzymes hydrolytigoessées selon qu'il s'agit de
I'hydrolyse deglycosides(amidon, cellulose), desubstrats azotéqprotéines, peptides) ou
desesters (lipides). Les enzymes étudiées habituellemenméthanisation sont de quatre
grands groupes, qui correspondent aux principastsats organiques polyméres : les
cellulases lesamylases lesprotéaseset leslipases(Jones et Grainger, 1983).
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5.3.4 Amylases

L'hydrolyse de l'amidon est réalisée par un mélad@enylases qui est capable
d'hydrolyser les liaisons-1,4 et o-1,6 de l'amylose et de I'amylopectine et libéres de
monomeres de glucose :

* L'a-amylase intervient au niveau des polysaccharidesposés d'au moins trois unités
glucosidiques.

* La p-amylase permet la formation de maltose (dimerggldeose) en hydrolysant une
liaison sur deux a partir de I'extrémité non rédoet

» L'amyloglucosidase hydrolyse les liaisons termisa&libere ainsi du glucose.

La production de cellulases est inhibée par deegoconcentrations en glucose et est
stimulée par de faibles concentrations en glucAseun effet de la concentration en acides
aminés n'a été rapporté (Glenn, 1976).

5.3.5 Cellulases

a) Description

La bioconversion de la cellulose par les cellulasmssforme ce produit en disaccharide
(le cellobiose) mais aussi en monosaccharide (leoge). Les cellulases sont en fait un
cocktail d'enzymes : les exoglucanases, les endagises et lgsglucosidases :

* Les exoglucanases démarrent leur attaque de lalosll a partir des extrémités non
réductrices. Certaines liberent des résidus dehliebe et d'autres du glucose. Elles sont
tres peu actives sur la carboxyméthylcellulose (JM@G raison de la présence des
groupements substitués qui altérent la structungotiymere ;

* Les endoglucanases se manifestent par une attapéeifque au niveau des liaisons
glucosidiques au sein des chaines cellulosiquas. adivité est mise en évidence sur des
dérivés solubles de la cellulose comme la CMC ;

* Lesp-glucosidases achéevent la dégradation des réselueltbbiose ou de dextrines de
faible poids moléculaire pour les convertir en stgisnétabolisable, le glucose.

La cellulolyse est un phénomene relativement lamit de déroulement suit plusieurs
étapes (Percival Zharg al, 2006) :

« |l y a dabord fixation des cellulases a la surfate la molécule formée par des
microfibrilles cristallisées aboutissant a la fotima d'un complexe enzyme-substrat qui
entraine une forte hydrolyse ;

» Les cellulases diffusent ensuite dans les espaiteEs £ntre les microfibrilles et se fixent
a la surface de ces dernieres. Deés lors, I'hydeadgs ralentie

 Les cellulases se détachent au fur et a mesureérhuldment de la réaction tout en
entrainant la perte de tous les sites d'adsorption

* Enfin, les produits de I'nydrolyse inhibent la r@t et participent au détachement des
enzymes, signalant la diminution du taux d'hydrelys
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b) Comportement

La production de cellulases est inhibée par deegoconcentrations en glucose et est
stimulée par de faibles concentrations en glucAseun effet de la concentration en acides
aminés n'a été rapporté (Glenn, 1976). L'ammonient mhiber I'hydrolyse de la cellulose
(Zeeman et Sanders, 2001).

Petre et al. (1981) ont suivi la cinétique d'apparition, dans fermenteur, d'une
trinitrophénylcarboxyméthyl-cellulase chez l'espédestridium thermocellumlls ont pu
distinguer deux phases : une phase précoce otelssgi d’hydrolyse de la cellulose est plus
rapide que l'apparition de l'activité endo-glucanasine fraction importante de l'activité
cellulolytique reste associée au substrat insoluPkgis une seconde phase ou l'activité
augmente de maniere linéaire correspondant, apsE@tion au microscope, a une lyse des
cellules bactériennes.

Les travaux de Forsbergt al. (1981), concernant les activités hydrolytiques des
bactéries dans le rumen, montrent que les cellsilasetrouvent d'abord liées aux cellules
pendant la phase exponentielles. Ensuite, ellesretarguées dans le milieu au cours de la
phase stationnaire. Les enzymes seraient probabteiimées sur des vésicules pendant la
croissance bactérienne.

5.3.6 Protéinases

Les protéines sont hydrolysées par les protéasqaigeéene a la formation de peptides
gui sont ensuite hydrolysés en acides aminés papdptidases. Le groupe des protéases et
peptidases est appelé protéinases.

Des expériences en culture pure montrent que lesororganismes commencent a
produire des protéinases quand la concentrationa@des aminés et en nutriments
inorganiques dans la phase soluble est faible euajgoncentration en protéines et peptides
est élevée (Glenn, 1976). La production de pros&iagar les bactéries peut étre inhibée par
des composés tels que les acides aminés, le phesiplmaganique et le glucose (Glenn,
1976).

Cela implique que, pour atteindre un niveau éleaétidité protéinolytique, les acides
aminés ne doivent pas s'accumuler pendant la tgedies acides aminés peuvent étre
dégradés soit par oxydation anaérobie couplégeotiuction d'hydrogene, soit fermentés par
la réaction de Stickland.

De plus, pendant la méthanisation, la protéolyset @dre inhibée par le glucose
(Tommasoet al, 2003). D'autres auteurs tirent des conclusiofférdntes du méme type
d'observation : I'adaptation des micro-organismiasdé&gradation des glucides les rend moins
aptes a dégrader les protéines (Sanders, 2001).

5.3.7 Lipases

La plupart des lipides présents dans les déchetsssaois la forme de triglycérides, un
ester de glycérol avec trois acides gras a londuaéne (AGLC). Pendant I'hydrolyse, ces
composeés sont hydrolysés en glycérol et les trtitdea gras a longue chaine. Cette réaction
enzymatique est réalisée par les lipases (Sztapdakszewska, 1988).

Les lipases sont plus actives envers les substaissolubles. L'activité des lipases
augmente quand la concentration du substrat atseirgolubilité maximale et commence a
former une seconde phase. Les lipases s'adsord@émiegace lipides-eau de cette seconde
phase et I'activité enzymatique mesurée est fortenwrélée a la quantité de lipase adsorbée.
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L'hydrolyse de la plupart des lipides ne conduis @ala formation de monoméres
solubles. Dans le cas des lipides faiblement setuliés AGLC représentent la majeure partie
des produits de la réaction. Les AGLC libres s'dolsat partiellement aux micro-organismes,
s'accumulent a la surface de I'’émulsion lipidigudarment des micelles.

5.3.8 L'activité enzymatique comme indicateur de pe  rformance

La mesure de l'activité enzymatique hydrolytiquieg été utilisée pour suivre l'activité
métaboligue dans des réacteurs de traitement Idpieg Dans un réacteur aérobie de
traitement d'eau usée, Le Bihan et Lessard (2060puwivi I'activité de diverses enzymes,
dont les protéases, au moyen de tests simplespatesa lls ont observé que l'activité
protéasique était linéairement corrélée a la chavgganique mais également qu'une
augmentation de l'activité protéasique pouvait agmgner une baisse de performance
épuratoire. Dans ce cdss enzymes ne sont pas la cause de la baisse déopmeance mais
refletent la réaction des micro-organismes enversnusubstrat plus difficile a dégradet

Le suivi des activités hydrolytiques a égalemeré Btalisé dans des conditions
anaérobies de méthanisation. Jones et Grainge)1®8& déterminé que la mesure des
enzymes extracellulaires était adaptée pour évéhaivité microbienne dans des décharges,
mais pas pour quantifier les vitesses d'hydrolyesemblymeéred.es activités protéasique et
amylasique étaient élevées au début de la dégradatides déchets. L'activité cellulasique
était faible et l'activité lipasique n'a pas été di&ctée Les activités protéasique et
amylasique augmentaient avec la teneur en eau ched@isqu'a atteindre un maximum a
partir de 60 % d'humidité. Les variations d'acév@énzymatique n'étaient pas corrélées aux
dénombrements de micro-organismes de différentgpgomicrobiens.

Tres récemment, Zhargg al. (2007) ont mesuré les activités protéasique, asigie et
cellulasique dans un méthaniseur de déchets dengua 9,5 % de MS. lIs ont observé que
les activités amylasique et protéasique apparaissait dés le début de la réaction puis
disparaissaient brusquementen 3 ou 4 joursL'activité cellulasique n'apparaissait que
plus tard, au bout de 8 jours, juste avant que l'expérierceoit arrétée. Cela est semblable
aux observations de Jones et Grainger. Ils oneégait observé qu'une augmentation du taux
de dilution augmentait I'activité enzymatique, suttpour la cellulase.

Richardset al. (1984) ont mesuré les activités protéase et amyins 14 stations
d'épuration a boues activées. lls ont pu étabkraanrélation entre ces activités et la vitesse
d'épuration de la DCO des eaux usées. lls ont également observe, lone durcharge
accidentelle, 'augmentation rapide de ces deuxit#s, puis leur baisse dés que le probleme
fut réglé. Ces activités paraissent donc adaptées a surveillates installations de
traitement biologique pour détecter d'éventuels prblemes de surcharge

Rivard et al ont montré que, dans des méthaniseurs d'orduéesgeres (contenant
beaucoup de papiers et déchets verts), I'actieltélasique était constante pour une guantité
de matiere organique donnée. Elle apparaissait pluscélevée, quand exprimée par rapport
au volume du réacteur, dans un méthaniseur en saxbe (30 % de MS) que dans un
meéthaniseur en voie humide (7,3 % de MS). lls ogélé&ment observé, au moyen de
dénombrements microbiologiques, que le nombre dgortirganismes était plus important
dans le méthaniseur en voie humide. Cela montre Iq@évité enzymatique reflete
I'activité biologique effective et non la quantitéde biomasse microbiennecomme l'ont
egalement montré Jones et Grainger. Cela n'estyspsenant catactivité enzymatique est
fonction de trois parameétres différents: le nombre de micro-organismes capables de les
produire, leur vitesse de production par cellul&imibition des enzymes par les constituants
du milieu réactionnel.
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En raison de la variabilité des protocoles d'eximacet de dosage des enzymes, il est
impossible de comparer quantitativement les résulbtenus par différents auteurs. Les
valeurs d'activité enzymatique gardent néanmoindlenqualitatif d'analyse des phénoménes
au sein d'une étude. Au point de vue de la figbdis résultats, on notera que Riverdl
sont les seuls a fournir des écarts-types pous lealeurs mesurées, et ceux-ci sont grands :
jusqu'a 77 % de la valeur mesurée. Jones et Grasogdignent la faible sensibilité de leur
mesure d'activité protéasique mais considéerent méss que la mesure des activités
enzymatiques est un bon moyen d'étudier l'activitérobienne dans la méthanisation des
déchets ménagers, en tous cas plus pertinent grecéasement ou le dénombrement des
bactéries présentes.

5.4 Conclusion

Comme nous l'avons vu au cours de ce chapitreisteedes méthodes de suivi des
performances des méthaniseurs couramment utilg@@sleur pilotage. Lesuivi du biogaz
et du méthanesont simples a mettre en place et donnent uneniafiion globale sur la
performance du méthaniseur. lls sont un outil gificace quand il est possible de connaitre
la production attendue et pour cela il faut de Bsnméthodes dearactérisation de la
matiere organique des déchets

Le suivi de la matiére organiqueau cours du procédé pourrait s'avérer efficace a
conditions de développer degthodes adaptéed_es intermédiaires de réaction que sont les
AGV paraissent étre des indicateurs intéressantet@ dlu systeme biochimique, mais ne
suffisent pas a eux seuls. Le dosage des inhikiteotammentdmmoniac, permettraient de
détecter un éventuel probleme d'inhibition Les mesures de pH et d'alcalinité peuvent
apporter des informations complémentaires.

La mesure desctivités enzymatiquesest prometteuse pour évaluer instantanément
l'activité hydrolytique au sein du réacteur. Elle permettrait également ddeecter
rapidement d'éventuels problémes de surcharge orgajue. Les activités enzymatiques
pourraient donc constituer une famille d'indicaseparticulierement pertinents pour le suivi
de la méthanisation des déchets. Cependant, ldwdest de mesures existantes doivent étre
adaptées, et surtout validées sur les matrices leaegque sont les milieux de digestion par
voie seche.
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Vivre simplement pour gue d'autres puissent simplement vivre.
[ Ghandi ]
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ll. MATERIEL ET METHODES

1 Réacteurs
1.1 Site pilote industriel

1.1.1 Contexte

Depuis 2004, le CREED - Veolia Environnement exploune unité pilote de
méthanisation a I'échelle semi-industrielle (1/250environ). Cette unité pilote est utilisée
pour approfondir les connaissances de la méthamsgtar voie seche des déchets et
développer un savoir faire pour I'exploitation aetgpe d’'unités a I'échelle industrielle.

Dans le cadre d'un projet Life Environnement appelIETHAPI-Expertise », ce
pilote a été utilisé afin de réaliser des essaipamlliéle d'une unité industrielle située a
Valladolid, exploitée par la société FCC Medio Aaniie. Le LBE — INRA était associé au
projet pour la réalisation et I'interprétation dédyses sur différents produits et sous-produits
du traitement, prélevés au cours des differen@easenés.

Depuis Septembre 2007, le projet METHAPI-Expertisé terminé mais I'exploitation
de ce pilote est poursuivie par le CReeD. Danstkecde cette these, des données issues du
fonctionnement de cette unité pilote ont été @i en lieu et place de celles pouvant étre
issues d’une unité industrielle afin de les compareelles obtenues au cours des travaux
menés au laboratoire.

1.1.2 Description du site pilote industriel

La Figure 10 et la Figure 11 présentent le schéareéml du site pilote industriel.
L'installation de méthanisation est constituée grétraitement, du digesteur, d'un ensemble
de déshydratation du digestat, d'un gazometraupedbrchére. La capacité de traitement est
de 100 t/an. L'installation est implantée sur unpesficie d'environ 1000 m2, que I'on peut
diviser en 3 aires principales :

a) Reéception et préparation des déchets

Les déchets broyés et criblés a 4 cm sont récepsodans des alvéoles de stockage et
préparés. C'est-a-dire que les déchets sont débésrales éléments métalliques grace a un
aimant. Les déchets sont ensuite pesés avannkeoduction dans la trémie d'alimentation du
méthaniseur.

b) Méthanisation

Le méthaniseur fonctionne selon le procédé Draoaomi par OWS. Le volume total du
méthaniseur est de 22°nil peut fonctionner en conditions mésophiles lwermophiles grace
a un réseau d'eau chaude parcourant la paroi dteuwéaafin d'y maintenir la température
voulue.

Le réacteur de méthanisation peut également fanotioen mode discontinu ou en
mode semi-continu. En mode semi-continu, des dédhas sont introduits dans le réacteur
environ 3 fois par semaine en étant déposeés daménee d'alimentation équipée d'une vis
sans fin. La vis sans fin permet de pousser lekalédrais vers une double vis disposée a
angle droit et dont le role est I'impulsion d’'un ovement de I'ensemble de la masse
contenue dans le réacteur. La double vis horizentatalisée dans le fond du réacteur, prend
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en charge les déchets frais dans une zone oucsgneiit également le digestat déja présent et
la source d’humidité (eau ou jus recirculés peramett’adapter la teneur en MS du produit
aux conditions optimales de réaction). Ces differgmoduits se retrouvent alors mélangés et
poussés vers un coté du réacteur En arrivant &veauy la pression imposée dans cette zone
rend possible, par effet piston, la remontée duyitalans une premiere moitié du réacteur.
En arrivant au niveau de la communication supégie(s entrejambe ») entre les deux parties
du réacteur, le produit retombe alors par grawitési, la mise en route du systeme horizontal
de double vis produit un mouvement circulaire dyedtat. Afin de conserver une quantité de
digestat constante dans le réacteur, chaque dhtimn est précédée d'une extraction au
cours de laquelle une partie du digestat est adinggs une presse a vis pour étre déshydratée.

Ce pilote a été dimensionné pour traiter les décbetvoie seche (MS du digestat entre
30 et 40 %) et a une capacité de traitement dergisemaine (données constructeur). Le
pilote industriel simule a échelle réduite le foashement d'une unité de méthanisation et
permet d'effectuer des essais sur différents tgpetechets.

c) Recyclage des effluents

La phase solide extraite lors du pressage est gédaavec un structurant carboné
(déchets verts) et compostée en andains ventiEs.jus extraits sont acheminés vers un
réservoir de stockage. Une partie des jus estduoit® dans le digesteur au moment de
l'alimentation afin d'ajuster I'humidité du déckatrant.

Le biogaz formé est extrait et dirigé vers le gaete. Il est composé majoritairement
de méthane et de dioxyde de carbone. Le volumeadangétre est de 10°mLe biogaz est
par la suite brdlé dans une chaudiére. La chalmduite sert a chauffer I'eau du circuit de
maintien en température du digesteur.

p—

T g L - ”!

afF

Figure 10.Schéma de l'installation pilote industrielle
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DECHETS ABRICOLES DECHETS PENES BIOGAE  CHCZOMETRE
ET INODUSTRIELS MENABERS r 1om2
BROYAGE - CRIBLAGE [UOmm]
DEFERRAILLAGE CHAUDIERE
AREROTHERME
KIS DE n MALAHEUR n | STOCHRAGE
pOSAEE 4+ | INJECTEULR N | DIBESTRT

||

COMPOSTHGE

STOCHAGE
lUS DE PRESSAGE

1!

EFFLUENT

Figure 11.Synoptique du site pilote industriel

1.1.3 Suivi du réacteur industriel

Le réacteur pilote industriel est agité régulieratm@nviron 1h30 les mardi et jeudi et
environ 3h30 les lundi, mercredi et vendredi). $t €quipé d'un systeme de carottage
permettant d'effectuer des prélevements réguliefei$ par jour) de 1 a 1,5 kg d'échantillon.
Les échantillons sont en partie analysés sur p&icen partie analysés au LBE apres
congélation et envoi en glaciere. Les productioasbihgaz et de méthane sont suivies en
ligne sur le méthaniseur.

1.2 Reéacteur pilote de laboratoire

1.2.1 Description et fonctionnement du réacteur de laboratoire

Le réacteur pilote de laboratoire qui a été déysdopour cette these est présenté a la
Figure 12. Il a d'abord été congu pour fonctioneermode discontinu puis adapté pour
fonctionner en mode continu. Il a un volume to®@l4d¢ avec un volume utile de 20 a 80
La concentration en MS est entre 25 et 35 % (digjesteche). L'humidité du déchet entrant
est ajustée avec de I'eau du robinet.

Le réacteur a été construit en acier inoxydableaetforme est celle d'un cylindre
horizontal avec un diametre de 35 cm et une longdewd0 cm. L'agitation se fait a l'aide
d'un systeme de brassage mécanique composé d'angeel excentrique a 16 pales avec un
diametre de 27 cm et une longueur de 30 cm (Fi@B)eLe mobile d'agitation est entrainé
par un moteur d'une puissance de 1,1 kW avec upleale 683 Nm a une vitesse de
3,2 trs/min. Il est actionné automatiquement tolges? heures durant 5 minutes. Au sein du
réacteur, la température est maintenue par cifoolati'eau chauffée dans une double
enveloppe. Le réacteur est isolé thermiquement awex mousse néoprene de 50 mm
d'épaisseur.
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Une bouteille mise a température ambiante a étéllés a la sortie de biogaz pour y
piéger I'humidité. Un compteur électronique a dégmaent volumétrique d'eau a été utilisé
pour mesurer la production de biogaz sans intdomple réacteur est aussi équipé d'entrées
pour le remplir et prélever du digestat. Lors dactionnement en mode discontinu, un
systeme de sas permet d'effectuer des préleversantwyitant toute entrée d'air dans le
systeme. Toutefois, ce systeme ne permet que ddévpments de faible taille (200 g
environ) et n'est pas pratique a utiliser. Ce paitessite des améliorations pour I'emploi
future de réacteurs de ce type. Pour le fonctiomménen semi-continu une trappe a été
installée sur le flanc du réacteur afin de pouedfiectuer des soutirages a I'aide d'une louche.
La plaque de téte peut étre démontée pour la vadtotgle du réacteur.

Entrée Sortie de vers compteur

\ .jl gaz\ o
Mote< 13,\

M | Sortie
Module
VAt ati ]
d’agitation — ”J
Double-enveloppe T

Figure 12.Schéma du réacteur de laboratoire

Figure 13.Vue en perspective du mobile d'agitation du réactiilaboratoire

1.2.2 Mesure et analyse du biogaz et du méthane

La production de biogaz est mesurée continuellerdefidide d'un compteur a gaz
(Figure 14). Le principe de fonctionnement du cauptest basé sur la détection de niveau
d'eau dans une cellule de mesure. Le gaz a messtrdirigé vers une électrovanne a 3 voies.
En position normale (position 1: fermée), la sorde I'électrovanne est celle qui est
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connectée a la cellule de mesure. La cellule dauraesst donc reliée directement au gaz a
mesurer. Le gaz provoque un déplacement du liquede le bas dans la cellule de mesure et
le liquide déplacé passe dans le récipient de véséorsque le niveau passe en-dessous de
celui de I'électrode 2, I'électrovanne actionnédghoitier de commande s'ouvre. En position

ouverte (position 2), lI'arrivée de gaz est fermedda cellule de mesure est alors en contact
avec l'évacuation du gaz. Le liquide remonte dansellule de mesure, évacuant le gaz.

Lorsqu'il atteint le niveau de I'électrode 1, k#tevanne se referme, et un compteur est
incrémenté au niveau du boitier. Le signal peutedgant étre récupéré pour l'acquisition sur

un micro-ordinateur.

Electrovanne 3 voies

1 (fermée) 2 (ouverte)

Cellule demesure

Entrée gaz Evacuation gaz

o

électrodes

Réserve

boftier

w

1

Figure 14.Schéma du compteur a gaz

A chaque cycle ouverture/fermeture de la vanneespond un volume de gaz
équivalent au volume compris entre les électrodeis2l Le compteur est donc un totaliseur et
non un débitmétre direct. La concentration en nréldu biogaz est mesurée ponctuellement
par prélevement d'un échantillon de biogaz dans samegue hermétique et analyse par
chromatographie en phase gazeuse (voir ci-dessous).

2 Tests de potentiel et d'activité méthanogenes

2.1 Mesure du biogaz et du méthane dans les tests e  n fiole

2.1.1 Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

L'analyse du biogaz est realisée par chromatogeagamiphase gazeuse apres injection
de 1nt de gaz. L'échantillon est injecté simultanémemsd@ colonnes concentriques
(colonne CTR | de Alltech). Le chromatographe SHIMAU GC-14 équipé d'un intégrateur
SHIMADZU C-R3A permet le dosage des gaz :,CQ, Np, CH, et H.

Le gaz vecteur utilisé est I'Argon (2,8 bars). empérature du four est de 35°C, celle
de linjecteur est de 100°C et celle du détectestirde 80°C. La détection se fait sur un
catharometre dont l'intensité est de 80 mA. Labcafion est préalablement réalisée avec un
mélange étalon de gaz g@,, N,, CH; et H, en concentrations connues. L'erreur de mesure
est de l'ordre de 5 %.

2.1.2 Mesure du volume de biogaz

Pour les tests en fioles a plasma (volume 57h e volume de biogaz produit est
mesuré par déplacement de liquide. Le dispositifmissure du volume consiste en une
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aiguille reliée par un tube a une éprouvette reséeeremplie d'eau. L'eau utilisée dans ce
dispositif est acidifiée (pH = 4) afin de minimidardissolution de dioxyde de carbone dans
l'eau. L'aiguille est piquée dans le septum dedke.fPar différence de pression, le biogaz
produit est libéré dans le tube et déplace le mivideau contenue dans I'éprouvette. L'erreur
de mesure est d'environ 4 %.

2.2 Potentiel méthane (BMP)

Les mesures de BMP sont des tests de biodégradahilaérobie qui permettent de
comparer les productions de gaz de différents gtlssisur un méme inoculum. Pour ce test,
il est nécessaire que l'inoculum ait une fortevééti une forte adaptabilité et une activité
endogene faible. Dans le cas présent, l'inoculuifiséutprovient d'un stock alimenté en
déchets solides variés (aliments, herbe, papier, ...)

Les tests ont été réalisés en fioles a plasmaoaditoons anaérobies mésophiles ou
thermophiles. Les fioles contiennent environ 20@igoculum et environ 0,5 g de DCO a
dégrader (nature du substrat diverse) par grammd\deontenu dans l'inoculum. Pour ne
pas perturber les conditions d'anaérobiose, leaziqggoduit est prélevé par un systeme
d'éprouvette renversée (voir ci-dessus). Les fislast placées sur une table agitante (180
trs/min) thermostatée a 37 ou 55°C.

Lors de ce test, un témoin négatif ne contenantdegasubstrat a dégrader permet de
guantifier la production de biogaz endogene.

2.3 Activité méthanogene

La mesure d'activité méthanogene spécifique esttectenique utile et répandue pour
évaluer l'effet de conditions opératoires sur ldhagisation (Koster, 1986 ; Lagt al, 1998 ;
Nopharatanat al, 1998). Il s'agit de mesurer la vitesse maximal@mrbduction de méthane a
partir d'un substrat simple par un inoculum donagsddes conditions données. Setal.
(1993) ont fait une synthese intéressante desntasaméthodologiques employées dans la
bibliographie pour mesurer l'activité méthanogdigeont analysé les bases théoriques des
méthodes et ont proposé une méthodologie que nous guivie.

Les tests ont été réalisés en fioles a plasma,oadittons anaérobies thermophiles.
L'inoculum est un digestat provenant du réactedaleratoire en fin de batch (stabilisé).

Les fioles contiennent environ 100 g d'inoculuneetiron 0,5 g de DCO a dégrader,
sous forme de glucose, par gramme de MV conteng tiamoculum. Le pH est fixé a la
valeur voulue grace a I'ajout de 3 e carbonate de sodium @€&s) a 100 gf puis ajusté
par ajout de soude ou d'acide chlorhydrique coméenta quantité désirée d'ammoniac est
apportée sous forme de solution de chlorure d'amumo(NH,Cl). Enfin, de l'eau est ajoutée
pour atteindre la concentration en MS désirée.

Pour ne pas perturber les conditions d'anaérobieséjogaz produit est prélevé par un
systeme d'éprouvette renversée (voir ci-dessus)fibkes sont placées sur une table agitante
(180 trs/min) thermostatée a 37 ou 55°C. La pradoade biogaz et de méthane est mesurée
deux fois par jour afin de pouvoir tracer une ceude production de méthane en fonction du
temps la plus précise possible. A l'aide d'un @ogne développé dans le logiciel R
(cf. Annexe 1) la courbe est lissée et sa dérivéximmle est identifiée. Cette dérivée
maximale est l'activité méthanogene. En la rameadatquantité de MV dans l'inoculum, il
est possible d'obtenir I'activité méthanogéne fig@e exprimée en g DCO dégradée/j/|g MV
dans l'inoculum.
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3 Caractérisation des déchets et des digestats

3.1 Préparation des échantillons

Deux types d'échantillons sont analysés : des éilbas de déchet (& 50-60 % de MS
environ) et des échantillons de digestat (a 30-48€60MS environ). La préparation des
échantillons varie en fonction des dosages a etglisgure 15). Certains dosages nécessitent
un échantillon totalement sec. Pour cela, les éidlwans sont lyophilisés puis broyés a 1 mm
afin d'obtenir une poudre assez fine et homogeadai@s dosages nécessitent un échantillon
liquide. Pour cela une suspension est réaliséeyta gde la poudre lyophilisée, dans de I'eau
distillée. Cette suspension est maintenue souataygitiors du prélévement a la pipette de la
guantité demandée par la méthode de dosage coacém@robleme de cette technique est
gu'une importante variabilité et une mauvaise apkte sont apportées lors du prélevement
de la suspension sous agitation, du fait de leepigs éventuelle d’amas non disperseés.

Enfin, certains dosages nécessitent un liquide pkem particules. Une fraction soluble
a l'eau doit alors étre extraite des échantillmigles non lyophilisés. L'échantillon est dilué
au quart (masse/masse) dans de l'eau distilléemdlange est placé sous agitation (barreau
aimanté) a température ambiante pendant 30 minlitest ensuite centrifugé a 25 0§0.
pendant 15 minutes. Le surnageant est considéréneolaxtrait de fraction soluble. Cette
fraction ne représente, bien entendu, qu'une paetiBéchantillon de départ. Pour le dosage
des AGV, on considére que tous les AGV sont estidans la fraction soluble. Pour le dosage
de la DCO, on distingue la DCO totale et la DCQubla.

‘ Digestat ou déchet brut ‘
\
\

Lyophylisation BMP* Extraction Extraction
Broyage fraction soluble enzymatique
\
; Nammo { Amylase** ‘
{ MS/MV ‘ ‘ Suspension ‘

DCO soluble ‘ { Cellulase** ‘

Van Soest

Glucides

AGV** ‘ { Protéase** ‘

—

DCO totale

Lipides

BMP*

Figure 15.0rganisation du traitement des échantillons. *chaéé uniquement ; ** : digestat uniquement

3.2 Matiere séche (MS) et matiére volatile (MV)

La détermination des différentes fractions de laiéna est réalisée par pesées et
séchages des boues, selon la méthode normalisde9QFL05 (1972). L'écart de mesure est
de l'ordre de 3 a 5 %.

Pour déterminer la teneur en matiére seche td## 6u en matiere volatile (MV), une
masse connue d'échantillon est introduite dangeuset en porcelaine, préalablement séche,
de masse connue. Le creuset est mis a I'étuve T l@dndant 24 heures. L'eau est ainsi
eévaporee, il ne reste dans le creuset que la raat@ghe. Durant ce séchage, les composés
volatils comme les AGV sont volatilisés. lls ne spas comptés dans la mesure de la matiére
seéche. Le creuset est pesé apres refroidissemehudadessiccateur. La difference de masses
correspond donc a la matiere seche contenue dafsftillon. En considérant la masse
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d'échantillon introduit, la mesure est alors exgenen pourcentage massique (g de MS pour
100 g d'échantillon).

Le creuset est ensuite mis au four a 550°C perdkant heures. Apres refroidissement,
le creuset est de nouveau peseé : il ne reste plaslaymatiere minérale. La masse de la
matiére volatile est obtenue par différence erdrenbhsse de matiére séche et la masse de
matiere minérale. La matiere volatile a 550°C emffqis assimilée a la masse de matiere
organique.

3.3 Fractionnement selon Van Scest

La méthode de dosage utilisée est celle de Van &astSoest, 1963). Cette méthode
de fractionnement de la matiére organique est bmgédes extractions successives. A chaque
étape, les échantillons sont plongés dans des@wutdétergentes ou acides) afin d'extraire
les composés a doser. Les échantillons sont erstgtees et pesés. Ainsi, par différences de
masse, il est possible de quantifier chaque fractio

Les échantillons de déchets solides sont préalaietgophilisés, de facon a obtenir
une masse la plus seche possible, et broyés firteiines quantités de MS et de MV sont
déterminées sur ces échantillons séchés broyésm@sares entrent dans les calculs des
différentes fractions.

Un gramme d'échantillon (séché et en poudre) dsbduit dans un sac Fiberbag
(Gerhardt) préalablement séché et pesé avec ureBdelsupport. La masse d'échantillon est
mesurée précisément.

Les sacs contenant les échantillons sont ensuirtalunts dans une solution de détergent
neutre (30 g de dodécylhydrogénosulfate de sodiuB8t g de tétraborate de sodium +
18,61 g d'acide éthylénediaminotétraacétique ssbdifjlue EDTA + 4,56 g de disodium
hydrogénophosphate anhydre, dilués dans un ligauddistillée) portée a ébullition. Il est
impératif que la solution pénétre bien dans toassies. Le temps de contact est d'une heure.
La fraction soluble au détergent neutre (NDS) astadge par le détergent neutre. Les sacs
sont ensuite rincés abondamment a I'eau distiléede, séchés a I'étuve a 105°C et pesés.

Les sacs sont ensuite introduits dans une soldgatedétergent acide (20 g de bromure
d'hexadécyltriméthylammonium + 28,&nd'acide sulfurique a 96 %, dilués dans un litre
d'eau distillée). Le tout est porté a ébullitiomngant une heure. La fraction soluble au
détergent acide mais pas au détergent neutre (ABSgxtraite par le détergent acide. Les
sacs sont ensuite rincés abondamment a l'eauladisthaude, séchés a I'étuve a 105°C et
pesés.

Les sacs sont ensuite immergés dans un volumelé'aaifurique a 72 % pendant 3
heures. La fraction solubilisable uniqguement pacidie sulfurique (SAS) est extraite par
l'acide tandis que la fraction de MV insoluble ()V&ste dans le sac avec la fraction
minérale. Les sacs sont ensuite rincés abondanmarau distillée chaude, séchés a I'étuve a
105°C et pesés. Puis les sacs sont placés a I'@tbs@°C pendant 2 heures et, de nouveau,
peseés. La fraction IVS est volatilisée dans le @50°C et seule la fraction minérale reste
dans le sac aprés calcination.

Chaque résidu est calculé comme la différence ¢mtmeasse aprés séchage et la masse
aprées calcination. Les différentes fractions (NBBS, SAS et IVS) sont calculées a partir de
ces résidus. Les résultats sont exprimés en fraoti@ssique de matiére volatile totale (% de
la MV). Dans le cas de déchets riches en fibresinge les OM, I'erreur de mesure peut étre
de l'ordrede 3a5 %
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3.4 Dosage des glucides

La teneur en glucides est déterminée par la métadamthrone (Dreywood, 1946). Ce
dosage permet de mesurer les sucres totaux rédsicles dosage a l'anthrone (oxo-9-
dihydro-10-anthracéne) mesure les fonctions careon§C=0). Il est basé sur la
déshydratation intramoléculaire des oses en md@de, a chaud. Les dérivés furfuraliques
obtenus (5-hydroxyméthyl-furfural pour les hexoses) condensent avec l'anthrone pour
donner des produits colorés (verts pour les hexoses

1 mt d'échantillon est introduit dans un tube a esasisi que 2 h de réactif a
I'anthrone (2 % d'anthrone dans34y). Le mélange est réalisé alors que les tubesah smst
plongés dans de la glace, afin de bloquer la @acties échantillons sont ensuite plongés
dans un bain marie d'eau bouillante pendant 10 tesniLa réaction est arrétée en plongeant
les tubes a nouveau dans un bain d'eau glacéesottmimce des échantillons est ensuite
mesurée a 625 nm, grace a un spectrophotometredD\{eckman). Afin de connaitre la
concentration en sucres, une gamme étalon essé&éadin utilisant du glucose, entre 20 et
100 mgt. Les résultats sont donc exprimés en gramme éguivde glucose (g eqGlo/

L'intérét de cette méthode est que les protéines, dcides gras ou l'acétate
n'interagissent pas au cours du dosage (Raundjaty 1994)

3.5 Dosage des protéines

La teneur en protéines est déterminée par la métdedLowry (Lowryet al, 1951).
Cette technique permet de quantifier les liaisatigiques. D'apres Raunkjastral. (1994),
c'est la méthode la plus juste et la plus précse mesurer la teneur en protéines dans les
eaux usées domestiques.

1 mt d'échantillon est introduit dans un tube a hénglgénsi que 3 thd'une solution
mélange de bicarbonate de sodium, de sulfate deecet de tartrate double de sodium et de
potassium, et de soude (solution mélange : B@lmne solution de NEO; a 2 % préparée
dans de la soude NaOH & 0,1 N + @ miune solution a 1% de Cus@t 2% de
C4H;KnaQs). 0,3 nt de réactif de Folin (solution commerciale dilugixl fois) sont ensuite
ajoutés.

En milieu alcalin, les protéines réagissent avecidems CG" : complexation des ions
CU?* et des atomes d'azote des liaisons peptidiqudsret réduction des ions €uen ions
Cu" et oxydation des acides aminés. Les ions formdsigént ensuite le complexe acide
phophotungstique/acide phosphomolybdique contems k& réactif de Folin. Le réactif de
Folin ainsi réduit donne une coloration bleue.

La réaction dure deux heures a l'obscurité (primieaie la coloration). L'absorbance
des échantillons est ensuite mesurée a 750 nmge gidan spectrophotométre DV-640
(Beckman). Afin de connaitre la concentration estgines, une gamme étalon est réalisée en
utilisant de la sérum albumine bovine (BSA), erifeet 100 md/. Les résultats sont donc
exprimés en gramme équivalent de BSA par litreq@SA/L).

3.6 Dosage des lipides

3.6.1 Principe

Le dosage des lipides dans les échantillons soldefit par extraction par solvant a
chaud a l'appareil de Soxhlet. Le solvant utilisé I€ther de pétrole, qui possede un point
d'ébullition compris entre 40 et 60°C. Son caracteydrophobe le rend sélectif aux lipides.
Le solvant est chauffé a sa température d'ébuilitiios'évapore et s'éléve jusqu'a la colonne
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de refroidissement. En passant par un tube extnaciese condense et tombe dans la
cartouche contenant I'échantillon. A ce stade, lipgles sont extraits par le solvant.
L'évaporation se poursuit et lorsque le tube etdracest rempli (200 @), le solvant est
reflué dans le ballon de chauffage au moyen d'phosi. Dans le ballon, le solvant est de
nouveau porté a ébullition pour atteindre la cotwule refroidissement et entrer en contact
avec I'échantillon. Selon la puissance de chaiiffest possible d'ajuster la fréequence des
cycles. Un cycle représente le temps entre deuuxrefe solvant. La quantité de lipides
extraits est mesurée en quantifiant la masse akeipécupérés dans le solvant.

3.6.2 Méthode

Une cartouche en matiére poreuse est utilisée pouatenir I'échantillon pendant
I'extraction. La cartouche est tarée et on y intiodléchantillon dont la masse a été
déterminée précisément. Environ 3 g de3@ sont ajoutés dans la cartouche. La masse
exacte est notée. Du coton cardé, dont la maste @éalablement mesurée, est ajouté dans
la cartouche pour empécher les particules d'édlamtle flotter.

La cartouche préparée est placée dans le tubecttrade l'appareil de Soxhlet
(Figure 16). 200 mhd'éther de pétrole sont introduits dans le bathmmocol. Le montage est
assemblé, la circulation d'eau mise en route eh#iffe ballon est ajusté & une température
entre 50 et 60°C.

Lorsque le temps nécessaire a la réalisation dgckesc est écoulé, le chauffage est
arrété. Une fois a température ambiante, tout keasb est récupéré dans un second ballon
monocol. Ce ballon a été précédemment séché ad'é@ul05°C et taré. Il est adapté a un
évaporateur rotatif Rotavapor. Le solvant est éx@apous pression réduite.

Aprés séchage a 105°C, le ballon ne contient ples Igs lipides. Il est pesé et la
différence de masse avec sa tare donne la masdpidies extraits. Les résultats sont
exprimés en g de lipides/g d'échantillon.

Solvant ———

Solide
dans cartouche

poreuse B ballon chaufie

E  extracteur
R réfrigérant

Solution  ¥a<r23p
& ébullition ST

Figure 16.Schéma du montage de l'appareil de Soxhlet
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3.7 Demande chimique en oxygene (DCO)

Les mesures de demande chimique en oxygéne (DQD)&alisées selon la méthode
normalisée NF T 90 101 (1988). La matiére organiggteoxydée en milieu acide {60,) et
en présence d'un catalyseur §8@4) par le bichromate de potassium@0-), introduit en
exces. Apres deux heures de chauffe a 150°C, la BEE@éterminée par dosage en retour :
I'exces de bichromate de potassium est détermiteid@ d'une solution de fer ferreux et
d'ammonium (sel de Mohr a 0,25 N) par dosage aultrique.

La société HACH offre la possibilité d'obtenir umesure de la DCO plus précise, plus
rapide et moins dangereuse grace a la commertialisde tubes disposant des réactifs en
guantité souhaitée. Il existe différentes gammesesure pour ces tubes. Ici nous utilisons la
gamme de 0 a 1500 mg d/@ Les échantillons sont dilués 10 fois pour quisssent entrer
dans la gamme de mesure. Ainsi, dans chaque tubajoegé 200 i d'échantillon avec
1,8 ml d'eau. Aprés 2 heures de chauffage a 150°C, lgrspeotometre HACH DR/2010
dose la DCO de I'échantillon par différence d'aptson a 620 nm.

3.8 Acides gras volatils (AGV)

La nature et la concentration des acides grasiMo(&GV) sont déterminées a l'aide
d'un chromatographe GCB800 (Fisons Instruments)péqdiun détecteur a ionisation de
flamme et d'un passeur automatique d'échantilld3®0A.

La colonne utilisée est une colonne Econocap FBARREh) d'une longueur de 15 m et
d'un diametre de 0,53 cm, avec une épaisseurrdalél 1,2 um. La température de l'injecteur
est de 250°C, celle du détecteur de 275°C. La neagtiéempérature du four est programmée
de 80°C a 120°C en 3 minutes. Le gaz vecteur estélange d'azote (25 kPa), d'hydrogéne
(50 kPa) et dair (100 kPa). Le volume d'échamtilinjecté est de 141 L'analyse est
effectuée sur la phase soluble (surnageant deifogatiion).

La méthode employée est celle de I'étalon intetrged'acide éthyl-2-butyrique dang 1
d'eau acidifiée a 5% avecsPy). La gamme d'étalonnage est préparée a partirixde s
composés (acides acétique, propionique, iso-butgriqutyrique, iso-valérigue et valérique) a
1 gl chacun. Les échantillons sont prépares, tout colargamme étalon, en mélangeant un
volume d'échantillon (éventuellement dilué poureétlans la gamme d'étalonnage) et un
volume d'étalon interne. La gamme d'étalonnageaaprise entre 0,25 et 1Ugét le seuil de
guantification est situé a 0,1¢gl 'erreur de mesure est de 'ordre de 4 a 5 %.

Une étude a été menée pour vérifier que les dosalfsués sur place au pilote de
laboratoire et ceux réalisés au LBE menent a desltats comparables. Nous avons
egalement vérifié que les échantillons envoyésBH he subissaient pas de modification de
leur concentration en AGV lors du transport etalednservation (Annexe 2).

3.9 Azote ammoniacal

L'azote ammoniacal est dosé a partir de la métdedejeldahl sans minéralisation. La
concentration en ion NH est déterminée par distillation pendant 6 minate8iichi 316 d'un
échantillon mélangé a un volume de tampon {R®, et K;HPQ,). Le distillat, piégé dans de
l'acide orthoborique saturé, est ensuite titrédquesage colorimétrique a l'acide chlorhydrique
a N/50. L'indicateur coloré est une solution étiydi de rouge de méthyle et de vert de
bromocrésol. La mesure est exprimée en,gMC. L'erreur sur la mesure est d'environ 8 %.
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4 Mesures d'activités enzymatiques

4.1 Extraction des enzymes

4.1.1 Principe

La premiéere étape de toute mesure d'activité endgueaest I'extraction des enzymes.
Cette étape présente une grande importance puisqd@t permettre de récupérer un
maximum d'enzymes fonctionnelles pour permettrernasure d'activité représentative. Il est
donc nécessaire de séparer les enzymes extraceButies membranes biologiques et du
déchet. Cette premiére phase utilise les capadité®e solution détergente a solubiliser les
protéines membranaires et a permettre la désorpitiome partie des enzymes liées a une
matrice solide (Maunoiet al, 1991).

D'apres notre étude bibliographique (Annexe 3)est apparu qu'une majorité de
protocoles expérimentaux se basent sur celui péopas Jones et Grainger (1983) qui utilise
le détergent anionique Triton x-100. Dans notre t@agprotocole doit pouvoir étre effectué
rapidement (en une a deux heures) afin de pouv@dliser les mesures d'activités
enzymatiques dans la journée pour que les enzymesoient pas détériorées. Différents
parametres sont testés et notamment la vitesserdefegation qui doit s'adapter au type de
déchet rencontré et a la localisation des enzymedraire (libres dans la phase liquide ou
liées a une matrice solide). Des essais de conygldé I'extrait et du digestat ont également
été menés afin d'envisager leur conservation poermniesure simultanée des échantillons en
fin d'essai et permettre un gain de temps. Powarmiéter la vitesse la mieux appropriée et
I'impact de la congélation, il est nécessaire Idsati un indicateur permettant de visualiser la
récupération des enzymes. Pour cela, nous utilisdeomesure de l'activité cellulasique.

Les aspects financiers et techniques ont égaleétéris en compte pour le choix de la
méthode (matériel disponible, colt des réactifssqenel nécessaire) car un des buts est de
déterminer des méthodes qui puissent étre utilis@@sutine en industrie.

4.1.2 Méthode

La Figure 17 illustre les étapes de l'extractiozyematique. Aprés I'échantillonnage,
30 g de digestat frais sont ajoutés a 30da solution aqueuse de Triton x-100 a 0,2 %. Le
tout est placé sous agitation pendant 1h dans wndaeaglace puis tamisé a 1 mm et pressé
manuellement. Le liquide résultant est centrifugénth a 27 000 (15 000 rpm, rotor
Beckman JA-20). Le surnageant, appelé extrait eatigone, est conservé a 4°C jusqu'au
dosage des activités enzymatiques.
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PRELEVEMENT DU DIGEST AT .

EXTRACTION (TRITON 0.2% : 1H)

\}y

TAMISAGE

CENTRIFUGATION (27000G : 20 MIN)

RECUPERATION DU SURNAGEANT

jii

Figure 17.Protocole d'extraction des enzymes

4.2 Dispositif d'incubation

Le dispositif d'incubation schématisé sur la Figli@ea été utilisé pour la mesure des
activités amylasique, cellulasique et protéasi@es incubations sont réalisées dans des tubes
a essai en verre, agités individuellement par ureba aimanté, sur un agitateur magnétique
multiposte permettant d'avoir une vitesse d'agitaégale dans tous les tubes. lls sont placés
dans un bain-marie assurant le maintient en ternypéraLa température de la réaction est
celle du réacteur, plutét que la température opérda chaque enzyme, afin de mesurer une
intensité d'activité enzymatique représentativiadéaction en cours.

SubItrat Extrait
TamponpH™, | , enzymatique

“~ Bain marie
Barreau—_|

aimanté Agitateur
magnétique

Figure 18.Dispositif d'incubation pour la mesure d'activitzgmatique
4.3 Activité amylasique

4.3.1 Principe

L'extrait enzymatique est incubé en présence d@mid'hydrolyse de I'amidon par les
amylases libere des sucres réducteurs (maltosepgguet polysaccharides). Les sucres
réducteurs sont dosés avant et apres incubatiaatiitée amylasique est considérée comme
la quantité de sucres réducteurs libérés par umitétemps d'incubation. Les glucides
réducteurs sont dosés par la méthode colorimétagueNS (acide 3,5-dinitrosalicylique). A
chaud et en milieu alcalin, il y a réduction du DBISun composé rouge : l'acide 3-amino-5-
nitrosalicylique. L'intensité de la coloration mese au spectrophotomeétre s¢hn,) est
proportionnelle & la concentration en sucres rédust L'ajout de DNS sert également a
arréter la réaction.
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4.3.2 Méthode

La comparaison de quelques protocoles expérimerttauxés dans la bibliographie est
présenteé en Annexe 4. X mi'extrait enzymatique est incubé en présence d'darsolution
d'amidon de pomme de terre a 1 % et(lda tampon phosphate 2,0 M de pH 7,0. La durée
d'incubation a été fixée a une heure d'aprés wuedinétique réalisée au préalable. A la fin
du temps d'incubation, la réaction est arrétéd'qaut d'1 nf de réactif DNS. Les tubes sont
portés 10 minutes a 100°C puis I'absorbance esk b40 nm. Des blancs sont réalisés dans
lesquels le DNS est ajouté avant qu'il puisse yramoubation.

Une gamme étalon de glucose est effectuée en garalfin de corréler 1aADO
(DOessai- DOL¢r9 @ la quantité de sucres libérés et par conséquédinitensité de l'activité
enzymatique. L'activité amylasique est expriméamgnde glucose formé/mn/g de digestat.
Une version détaillée du protocole mis au pointdesinée en Annexe 10.

4.4 Activité cellulasique

4.4.1 Principe

Les publications concernant la mesure d'activitiéllesique proposent deux principaux
substrats : la cellulose-azure (Jones et Grairi83) et la carboxyméthylcellulose (CMC ;
Maunoir et al, 1991). La cellulose-azure est insoluble et impé&gd'un colorant dont la
libération sous l'action de cellulases peut étrsurée par spectrophotométrie.

La CMC est un dérivé soluble de la cellulose obteaucarboxyméthylation au niveau
des fonctions alcools. Les sucres réducteurs kbknés de I'hydrolyse de la CMC peuvent
étre mis en évidence par la méthode au ferricyafiRaek et Johnson, 1949). Cependant, cette
méthode n'est pas représentative de la cellulosgetia, qui est majoritairement insoluble.
La mesure revét donc une spécificité indésirabéeét al, 2002).

4.4.2 Méthode

La comparaison de quelques protocoles expérimerttauxés dans la bibliographie est
présentée en Annexe 5. Nous avons retenu la méthdaleCellulose-Azure. 1 fnd'extrait
enzymatique est incubé avec 0,01 g de Celluloseedetil ni de tampon phosphate 2,0 M
de pH 7,0. La durée d'incubation a été fixée a BOdiaprés une étude cinétique realisée au
préalable. A la fin du temps d'incubation, la ré&actest arrétée par I'ajout de X m'acide
trichloroacétique (TCA) et la Cellulose-Azure redea est éliminée par filtration sur
membrane de Nylon de 0,45 um de porosité. L'abaoghast mesurée a 520 nm. L'activité
cellulasique est exprimée en variation d'absorbgraeminute et par g de digestat. Une
version détaillée du protocole mis au point estnd@nen Annexe 11.

4.5 Activité protéinasique

4.5.1 Principe

La méthode la plus simple pour mesurer 'activitgtginasique consiste a utiliser une
solution de protéine comme la serum-albumine bo(B#®A) ou la caséine. L'hydrolyse des
protéines libére des peptides qui peuvent étresdos€le réactif de Folin-Ciocalteu.

4.5.2 Méthode

La comparaison de quelques protocoles expérimentdiexnatifs trouvés dans la
bibliographie est présentée en Annexe 6 et AnnexXen®t d'extrait enzymatique est incubé
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en présence d'lfmde solution de BSA a 1 % tamponnée. Le tampois@tést un tampon
phosphate 2,0 M de pH 8,0. La durée d'incubatieredixée a 10 minutes d'apres une étude
cinétique réalisée au préalable. A la fin du terdjiscubation, la réaction est arrétée par
I'ajout de 1 ni d'acide trichloroacétique (TCA) qui fait précipites enzymes ainsi que la
BSA résiduelle. La BSA résiduelle est éliminée pantrifugation 10 minutes a 5 000 rpm
(MiniSpin-Eppendorf) du surnageant d'une décamtatie 30 minutes. 0,5 finde réactif de
Folin sont ajoutés et l'absorbance est lue a 66@pmds 2 h a I'obscurité. Une gamme étalon
est préparée a partir de BSA digérée par une ealutienzyme concentrée du commerce.
L'activité protéinasique est exprimée en pg de Biggradée/mn/g de digestat. Une version
détaillée du protocole mis au point est donnée emeie 12.

4.6 Activité lipasique

4.6.1 Principe

L'action des lipases hydrolyse un triglycéride cos®pde trois acides gras identiques.
Connaissant le pKa de cet acide gras, il est pesdédoser la quantité libérée par un dosage
acido-basique (Sztajer et Maliszewska, 1988).

4.6.2 Méthode

La comparaison de quelques protocoles expérimerttauxés dans la bibliographie est
présentée en Annexe 8. Dans une bouteille en der&0 ni, sont ajoutés : 5 tnd'émulsion
trioléine (10 %) - alcool polyvinyle (PVA ; 2 %),mt de tampon phosphate 2,0 M de pH 7,0
et 1 mt d'extrait enzymatique. Apres incubation, la réactst arrétée par ajout de 20 de
solution acétone-éthanol (1:1 v/v) et centrifugati® minutes a 3 00f). Un blanc est réalisé
avec un temps d'incubation nul. Quelques gouttahytaolphtaléine (indicateur coloré) sont
ajoutées a 20 de surnageant pour titration a la burette de soQd M. La
thymolphtaléine prend une couleur bleue a la nksdétéon. Une version détaillée du
protocole mis au point est donnée en Annexe 13.
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Le microBe n'egt rien. Le terrain est tout.
[ Louis Pagteur ]
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I1l. CARACTERISATION DE LA MATIERE ORGANIQUE

1 Introduction

Dans les procédés de traitement biologique des etiecht effluents organiques,
I'efficacité du traitement s'évalue généralementi@aalcul du rendement d'élimination de la
matiere organique. Dans le cas de la méthanisatem déchets c'est le rendement de
transformation de la matiére organique en méthamesi souvent pris en compte : ainsi les
performances des installations sont-elles exprireéegolume de méthane par unité de masse
de déchet traité (pris en matiére fraiche, sechenomatiére organique). Or, pour les déchets
solides, et a fortiori pour les ordures ménagétaeexiste pas, a I'heure actuelle, de méthode
satisfaisante pour mesurer la quantité de matieganaque. Notamment, pour ce type de
déchet il est indispensable de pouvoir différentdematiére organique biodégradable. En
effet, dans les ordures ménagéres une part noigeagle de la matiére organique n'est pas
biodégradable, comme les matiéres plastiques, y@n@e. Autrement dit, il est nécessaire
de pouvoir mesurer la biodégradabilité des décpatsdes méthodes plus rapides que la
mesure directe qui passe par une opération de ms#tian a échelle réduite : la mesure du
potentiel méthane.

De plus, pour les déchets solides, la structur@dthet joue un réle important. Des
matieres a priori dégradables peuvent ne pas @pgeadées du fait qu'elles se retrouvent
emprises dans de la matiére non biodégradable egpuipiéserve de l'action des micro-
organismes.

Une meilleure connaissance de l'organisation dadtére organique dans les déchets
solides est donc nécessaire. Pour cela, il fautrenati point des méthodes pertinentes pour
prédire la biodégradabilité des déchets solidessqignt adaptées a leur spécificité. Dans
cette optique, I'étude bibliographique a montnétdliét d'étudier le fractionnement par la
méthode de Van Saest, ce que nous avons fait ici.

2 Etude du fractionnement selon Van Scest

2.1 Introduction

La méthode de VAN SEST est a l'origine, rappelensathe méthode permettant de
décomposer la matiére organique des fourrages amidins de plus en plus difficiles a
dégrader. Pour les végétaux, ces fractions orgasiqarrespondent aux hémicelluloses, a la
cellulose et a la lignine. Ainsi a-t-il été possilde relier ce fractionnement a la digestibilité
des végétaux.

Dans le but d'étudier la pertinence des méthodesadactérisation de la matiere
organique, ces méthodes ont été appliquées adatéesation de deux échantillons d'ordures
ménageres provenant du méme gisement a une sediatevalle et d'un échantillon de
digestat provenant d'un méthaniseur industriel.datantillons avaient une masse de 500 g.
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La méthode de Van Scest sépare les fractions sas/gudr solubilité décroissante

(Figure 19) :

Soluble dans un détergent neutre (NDS) ;
Soluble dans un détergent acide (ADS), mais pas damétergent neutre ;
Soluble uniguement dans un acide fort (SAS) ;

Volatile non solubilisable (IVS).

Matiere volatile

A

SAS

IVS

Figure 19.Rappel du fractionnement selon la méthode de \taatS

2.2 Répartition des fractions de Van Soest

Sur les trois échantillons considérés, les padpatives de la matiére volatile (MV) et

de la matiére non volatile (Inorganique) ont été&unées. Au sein de la MV, les fractions de
Van Scest ont été identifiées.

Le fractionnement des échantillons par rapport anktiere séche (volatile + non

volatile) est présenté sur la Figure 20. La FigRieprésente la répartition rapportée a la
matiéere volatile uniguement.

100%
90% -
80% -
70% -

O Inorganique
m VS

H SAS

O ADS
BNDS

oM 1 OoM 2 Digestat

Figure 20.Fractionnement de la matiére totale selon la méthtedvVan Scest dans deux échantillons d'ordures
ménageres (OM) et un échantillon de digestat.
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100%
90%
80%
70%
60%

LIS
B SAS
50%

O0ADS
40% |
ONDS
30%
20%

10%
0%

OoM1 OoM?2 Digestat

Figure 21. Fractionnement de la matiére organique selon lehodét de Van Scest dans deux échantillons
d'ordures ménageres (OM) et un échantillon de thties

Tout d'abord, il y a moins de matiere volatile démsligestat que dans les ordures
ménageres non digérées. Cela est di au fait gpantie de la matiére organique est digérée
au cours de la méthanisation et est éliminée swusefde CH et de CQ. Néanmoins, il reste
environ 35 % de matiére volatile dans le digestatté valeur est souvent retrouvée pour les
digestats en digestion seche).

Nous remarquons également que la quantité de ¢idnalVS (qui correspond a la
matiere organique la plus récalcitrante) reste émmordre de grandeur entre les déchets et
le digestat, tandis que la part de SAS diminueedie des deux fractions les plus solubles
(NDS et ADS) augmente (Figure 21). Cela semblegueli qu'il y a une solubilisation de la
fraction SAS vers la fraction ADS puis vers la frae NDS au cours de la méthanisation.
Néanmoinsijl y a une part non négligeable de matiere organiqgiqui est solubilisée mais
gui ne peut pas étre digérée sur I'échelle de tempie I'opération de méthanisationet est
donc retrouvée dans le digestat. Il en résultelguigestat contient au final quasiment autant
de NDS que les déchets (Figure 20).

Les deux échantillons de déchets, qui proviennentm&éme gisement mais a des
moments différents, ne contiennent pas la mémetig@ale matiere organiquef( Figure 20).
Ce résultat souligne la variabilité des approvisgments en matiére organique que peut subir
un méthaniseur, et donc la nécessité de caractéhsgue alimentation afin de connaitre la
qgualité du substrat apporté. Cette connaissancegp@ermettre, d'une part, d'alimenter la
guantité adéquate, et, d'autre part, d'estimeruntité de biogaz qui sera produite afin
d'évaluer, en retour, le fonctionnement de I'ihatiain.

La Figure 21 montre quka matiére organique des deux déchets, provenant uh
méme gisement a des dates différentes, est de cosipon différente. Le premier déchet
contient plus de matiere volatile non solubilisabdgrespondant au compartiment “lignine".
Le second déchet contient plus de matiere vol&itdement soluble. Ces différences sont
importantes car elles peuvent rendre un déchetqlumoins biodégradable pour une méme
guantité de matiere organique. En effet, la fractitYS ou "lignine” est réputée non
biodégradable alors que les substances facilenoduibles (glucides simples, protéines, ...)
sont souvent plus facilement dégradables. Touteilloexiste aussi de la matiére soluble qui
n'est pas dégradable sur le temps de la méthamsati le fractionnement selon la méthode
de Van Scest n'apporte pas d'information quantcuaatité.Ainsi le fractionnement selon
Van Scest peut apporter des informations importantepour caractériser un déchet par
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rapport a un autre mais n'est pas suffisant a lui sul pour connaitre avec précision la
guantité de matiére organique biodégradable dans udéchet.

Nous pouvons par ailleurs nous interroger sur bojymité d'utiliser ce fractionnement
de VAN SEST pour le suivi des milieux de digestemtant que tel, afin de savoir si la
digestion a été compléete ou pas. Ce travail a &fsé dans le cadre d'un programme de
recherche du CREED conduit en paralléle de noatwav_es résultats (non présentés ici) ont
indiqué gu'il n'existait pas une différence suffigadans le fractionnement entre un mélange
en début de fermentation et en fin de fermentati@nprincipale raison est que, compte tenu
du temps de séjour élevé dans les méthaniseursjdau de dilution des déchets frais entrant
par le milieu en cours de digestion est tres éleve.

2.3 Répatrtition des glucides et protéines

2.3.1 Répartition des glucides dans les fractionsd e Van Scest

La concentration en glucides a été mesurée damécleet brut ainsi que dans le résidu
solide apres solubilisation au détergent neutre.sBastraction on connait donc la teneur en
glucides de la fraction NDS et celle du reste daddiere, moins soluble.

100% -

90% - m VS
80% B.ADS+ SAS (hors glucides)
70% o NDS (hors glucides)

60% m glucides nonNDS

50%
40% A [T
30% |
20%
10%
0%

o glucides NDS

OM 1 OM 2 Digestat

Figure 22.Répartition des glucides dans les fractions de S@stdans deux échantillons d'ordures ménagéres
(OM) et un échantillon de digestat.

La Figure 22 montre que deux déchets provenant @uergisement peuvent avoir des
teneurs en glucides différentes. De plus, ces discse répartissent differemment entre les
fractions de Van Scest. Autrement dit, ils ont dealslités différentes d'un déchet a l'autre.
Ainsi, la matiére volatile du second déchet corttrapnins de glucides en tout, mais contient
plus de glucides solubles dans un détergent netifreu de glucides dans les autres fractions.
La mesure de la teneur en glucides peut donc appertune information supplémentaire
au fractionnement par la méthode de Van Scest pouroanaitre la quantité de matiere
organique biodégradable dans un déchekn effet, les glucides solubles sont soupgonnés
d'étre fortement biodégradables. A l'inverse, ladégradabilité des glucides non solubles,
d'une part, et celle de la matiere soluble nonidigae, d'autre part, sont moins assurées.

La Figure 22 montre que le digestat étudié ne eahfiresque plus de glucides. Ceux-ci
ont été consommeés par les micro-organismes perldamiethanisation et transformés en
biogaz. La matiére soluble résiduelle n'est paspomde de glucides.

La teneur en glucides pourrait donc étre un indiwade suivi de la méthanisation.
L'indication fournie serait néanmoins partielle tate que seules les phases d'hydrolyse et
d'acidogenese sont concernées par ces glucidgsiréfse solubilise les glucides complexes
et fait donc passer les glucides de la fraction ABSa fraction NDS. L'acidogenese
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consomme les glucides. Une accumulation de glucsileples indiquerait un blocage de
l'acidogenése mais cela est peu probable. C'eétg@ément un blocage de la méthanogenese
qui est cause ou conséquence de problémes darsckdp. Il n'en demeure pas moins qu'un
suivi des glucides ainsi que de leur répartitionsdies fractions Van Scest pourrait s'avérer
utile pour évaluer les vitesses d'hydrolyse etidtmenése. Des vitesses lentes seraient le
signe d'une difficulté a dégrader la matiere orgaaj tandis que des vitesses trop €élevées
présenteraient le risque d'une accumulation d'ABMr s'assurer de la pertinence d'un suivi
des glucides, il faudrait réaliser une série d'eérpées de suivi dans un digesteur industriel.
Toutefois, il pourrait se produire le méme phénoengne lors du suivi des fractions Van
Scest. C'est a dire que, compte tenu du temps alér 8¢ve dans les méthaniseurs, le niveau
de dilution des déchets frais entrant par le mikauwcours de digestion est tres élevé et de ce
fait aucune différence ne serait observable.

2.3.2 Répartition des protéines dans les fractions de Van Scest

La concentration en protéines a été mesurée datechet brut ainsi que dans le résidu
solide apres solubilisation au détergent neutre.sBastraction on connait donc la teneur en
protéines de la fraction NDS et celle du resteadmatiere, moins soluble.

100%

90% m Vs
80% - B ADS + SAS (hors protéines)

o NDS(hors protéines)
B protéines non NDS

70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

o protéinesNDS

oM 1 OM 2 Digestat

Figure 23.Répartition des protéines dans les fractions de Mastlans deux échantillons d'ordures ménageres
(OM) et un échantillon de digestat.

Si I'on compare la Figure 22 et la Figure 23, nmerearquons que les quantités de
glucides NDS et de protéines NDS additionnées egites valent plus que la fraction NDS
seule. Cela est di au fait que le dosage des pesténotamment sur un solide, n‘aboutit pas a
une valeur quantitativement exploitable. Cependastteneurs en protéines sont comparables
entre elles.

La Figure 23 montre que les protéines sont majmgiteent solubles dans un détergent
neutre. Les deux déchets étudiés contiennent laenoiantité de protéines.

Le digestat contient autant de protéines que lebaté. Cela est di au fait que, pendant
la méthanisation, les protéines du déchet sontbok$ées par les micro-organismes pour
synthétiser de nouvelles protéines nécessairas &neissance.

Le dosage des protéines ne semble donc pas apportatinformation
complémentaire au fractionnement Van Scest qui puissnformer sur la biodégradabilité
d'un déchet Le seul intérét de doser les protéines seraitr @oiter une surcharge en
ammoniac qui conduirait & une inhibition. Cependaeta peut étre réalisé par un simple
dosage de l'azote. En outre, la teneur en azotnigge informe également sur la teneur en
protéines.
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2.4 Lien entre "SAS+IVS" et Biodégradabilité

2.4.1 Biodégradabilité

Sachant que 1 mg de DCO degradée produit 36@enméthane (Chl, la quantité
maximale de méthane est calculée a partir de la D@6urée. Le potentiel méthane (BMP)
du second déchet a été mesuré a 67,9 £#GHyg. Sa DCO est de 0,602 g@. Sa
biodégradabilité est donc de 67,9/(350x0,602) 3 82,

2.4.2 Comparaison a la bibliographie

Buffiere et al. (2006) ont établi une relation linéaire empiricergre la teneur en la
fraction SAS+IVS et la biodégradabilité de décrseibdes modeles et réels, a partir de leurs
données et de données provenant de la bibliografdhatler et al, 2004). Des points
correspondant a d'autres études ont égalemenjpétésadepuis (Hartmann et Ahring, 2005 ;
Mshandeteet al, 2005) ainsi que des points plus récents obteausBpffiere et al. (Non
publiés). Le point correspondant au second dédieiéici a été ajouté sur leur graphique
(Figure 24).

100%

90%1@® FFOM

80% \\
a 70% \ Régression Iig gaire : BI?:O.87 -1 .§O3(SAS+I\§/S)
2 N e ’
g 60% \{ i OM Broyeée finement
2 50% o g
] [ |
g 40% *
3 A OM Brute
m 30% ONy7 \

20% \\

10% A

OM digérée \
0%
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90%
. 0,
Buffiere etal. 2005 SAS + VS (6MV) W Mgller et al., 2004
@ Buffiere etal. (résultats récents) © Mshandete et al., 2005
A OM (non publié) ® Cette étude A Hartmann et Ahring, 2005

Figure 24.Relation entre la biodégradabilité et la sommefdegions SAS et IVS de différents déchets

La Figure 24 montre qu'il y a umelation négative forte entre la biodégradabilité €

la somme de fractions SAS et IVS des déchets sobdguels que soient leur type et leur
provenance Les résultats obtenus ici sur le second déchkt fQute) s'integrent tres bien
aux résultats de la bibliographie. Il est logiques des fractions IVS et SAS, qui sont les
moins solubles et les moins biodégradables, saifidvorables a la biodégradabilité.
Toutefois, la relation linéaire est purement engpie et ne traduit pas un phénoméne
biologique. Le fractionnement selon la méthode dan \Scest est donc une approche
pertinente pour caractériser la matiere organiqae déchets en vue de prédire leur
biodégradabilité mais des recherches sont nécessdiin d'affiner cette relation a l'aide de
mesures supplémentaires d'autres caractéristiqliesegte a déterminer.
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2.4.3 Effet du broyage

Le second déchet a également été broyé sur un teemsaille 1 mm afin de mesurer le
BMP dans ces conditions. Le BMP du déchet broyéedt24,4 + 3 ®iCH,/g. Sa DCO est de
0,602 gQ/g. Sa biodégradabilité est donc de 124,4/(350°4),6(%69,0 %.

La Figure 24 montre que, pour une méme teneur e8 SAIVS, le déchet étudié
devient beaucoup plus biodégradable quand il estébfinement. Cela est di au fait que le
broyage rend disponible de la matiére organiqueldgoadable qui était protégée par la
structure du déchet. Les phénomenes qui entrefjglesont du type de la protection de la
cellulose par la lignine. La cellulose fait partie compartiment SAS et la lignine fait partie
du compartiment IVS. Ces résultats montrent querndekecules du compartiment SAS ne
sont pas dégradées uniquement parce qu'elles smég@es par la structure du déchet.
relation négative entre la biodégradabilité et lafaction SAS+IVS rend donc compte de
la structure du déchet qui elle-méme rend compte de conditions réelles de
méthanisation

2.5 Synthese

Comme nous l'avons vu, deux déchets provenant dmemgisement a des dates
différentes peuvent contenir des quantités diffi@erde matiere organique. De plus, la
matiére organique est de composition différente.

Il existe une différence assez marquée entre lebeti® et le digestat au niveau des
compositions des fractions. Cependant, les résultatenus ne permettent pas de dégager des
tendances claires. En effet, il serait envisagegblau cours du traitement, la fraction la
moins extractible (IVS) devienne prépondéranteean de la matieére organique, en raison de
sa faible biodégradabilité supposée. L'analysdrdesons de Van Saoest pour juger du niveau
de dégradation d'un déchet donné devrait doncétrsidérée avec prudence.

En revanche, le fractionnement de la matiere oggenpar la méthode de Van Scest est
une bonne maniere d'appréhender la biodégradatd#t@échets solides. Il existe une relation
négative entre la fraction SAS+IVS et la biodéghalité qui rend compte de l'effet de la
structure des déchets sur leur biodégradabilité.

Le dosage des glucides dans les difféerentes frectite Van Socest apporte également
une information complémentaire pertinente pourdemte prédire la biodégradabilité des
déchets solides. En effet, les glucides solubils®g facilement et totalement dégradés et la
production de méthane a partir de glucides pewt éstimée. De plus la répartition des
glucides dans les fractions Van Scest donne uneaiioin sur leur solubilité initiale, ainsi
gu'une indication partielle sur la composition eatigre organique facilement biodégradable
ou non de ces fractions. Ce n'est pas le cas palodage de protéines.

Ce type de fractionnement de la matiére des désbétes est une approche pertinente
et prometteuse qui mérite d'étre développée emewmracteriser les ordures ménageres.

3 Fractionnement soluble et non soluble

3.1 Introduction

Dans le chapitre précédent nous avons observédla@gon négative entre la fraction
SAS+IVS et la biodégradabilité des déchets solié@snilis et Ham (2003) avaient montré
une relation négative entre la fraction IVS et égihdation aérobie de la matiére organique.
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lls ont également montré une relation positive eetdr fraction soluble a I'eau chaude et la
dégradation.

Dans un article postérieur a notre étude, Fredsral. (2007) ont séparé les fractions
hydrosoluble et solide (non hydrosoluble) de déchéé pommes (dréches), a laide
d'extractions a l'eau, a température ambianteniobserveé les cinétiques d'hydrolyse de la
matiere organique de ces deux fractions. Une papbitante de la DCO de la fraction
hydrosoluble (60 a 85 %) était dégradée en 5 jdeta montre que la production de méthane
la plus précoce dans la méthanisation est duecansommation de la fraction hydrosoluble.
Leur plus récents résultats montrent que la fradtigdrosoluble avait une biodégradabilité de
95,0 % contre 35,6 % seulement pour la fractiordedqBuffiereet al, 2008). Toutefois, leur
étude s'attachait surtout a la fraction solidedwussie apres solubilisation, c'est-a-dire la
fraction non hydrosoluble. La cinétique de dégradatie la fraction solide était limitée par
I'hydrolyse.

La fraction hydrosoluble des déchets solides a ¢téuétudiée. Pourtant, il se peut
gu'elle ait une part importante dans la méthameaties déchets solides. En effet, elle est
dégradée rapidement au début de la méthanisatiperetet un démarrage plus rapide de
celle-ci. La fraction hydrosoluble semble hautemieisidégradable et sa quantité dans un
déchet peut donc apporter des informations quénbendégradabilité de celui-ci.

L'amélioration de la maitrise de la méthanisati@s déchets solides nécessite une
meilleure compréhension des phénomenes physicoguns et biochimiques mis en jeu.
Ceux-ci sont difficiles a prédire compte tenu dedanplexité des ordures ménageres. Elles
contiennent différentes fractions de matiére orgamiqui se comportent différemment au
cours de la méthanisation. L'analyse des fractigasosolubles a pour objectif de compléter
les informations issues des analyses de la majtaile. C'est pour cette raison que nous
l'avons étudiée en particulier.

L’étude proposée ici a pour objet de tester untifsanement spécifique pour la
digestion anaérobie. L'obtention des fractions bgdiubles passe par un prétraitement de la
matrice humide dans I'eau a une température égaldl@ des réacteurs de méthanisation.
Puis, la biodégradabilité de la fraction solublérate est mesurée et comparée a celle de la
fraction restante et de la fraction totale. Deslyem®s biochimiques de la matiére organique
sont également appliquées aux différentes fractiaesnues.

3.2 Organisation de I'étude

3.2.1 Matrice

Cette étude est réalisée sur un échantillon d’'eslunénagéres prélevées le 29/11/05
sur un site pilote de méthanisation de Veolia EBniiement. Il s’agit d’ordures ménageres
broyées et criblées a 40 mm. Cet échantillon aspea visuel plutét homogéne. Pour la
plupart des mesures, les échantillons solides @@eg) sont lyophilisés et broyés finement sur
un tamis de maille 1 mm.

3.2.2 Organisation générale

Le principe de la méthode proposée est reprisaskiglure 25. L'échantillon suit 3 voies
en paralléle :

* Une série de mesures « directes » sur le solide ;

» Un test de biodégradabilité (potentiel méthanogBiMP) ;
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* Une voie avec séparation d’'une fraction solubleaul et d’'une fraction insoluble.

Apres la solubilisation a l'eau, les deux fractiossnt alors analysées f(c"
3.2.4. Mesures"). Deux variantes sont proposées pessai: une variante en travaillant
directement sur [I'échantillon brut (la lyophilisati intervenant aprés la séparation

liquide/solide) et une autre a partir de I'échamil lyophilisé et broyé. Cette technique
permettra de mieux croiser les informations.

* A
Solubilisation BMP
Eau chaude
soluble <olige | (B non broyé)
\ 4
lyophilisation lyophilisation
| [
broyage broyage
| I
Solubilisation
Eau chaude
|
|so|ub|e solide |
Mesures soluble Mesures solide| Mesures soluble Mesures solide Mesures solide

Figure 25 : Protocole expérimental.

Deux températures ont été testées: 37° et 55°@stG dire que toute la série
d’opérations de solubilisation et de dosages aéstiisée une fois a 37°C puis de nouveau a
55°C. Ont ainsi été obtenus, en plus du déchet bouéchantillons a analyser (2 liquides et 3
solides pour chaque température). Dans la suite adapitre, les échantillons obtenus seront
appelés A, B, C, D, et Déchet brut comme indiguélaurigure 25. L'échantillon E sert a
réaliser les dosages correspondant au déchet brut.

3.2.3 Protocole de solubilisation

» Sur les déchets bruts, une masse représentatidgéatets (200 g) et de l'eau
déminéralisée, dans un ratio 3/1, ont été placés dae enceinte thermostatée
(bain-marie) a la température souhaitée pendantiBOtes sous agitation par un
barreau magnétique. L'ensemble a été tamisé potupéger une fraction
grossiére et une fraction aqueuse. La fraction uspiea été centrifugée : le
surnageant constitue la partie soluble. Le culetéarécupére et ré-incorporeé a la
fraction grossiére. Finalement, cette fractiondmkst séchée a 105°C.

* Sur les déchets lyophilisés, une moindre quantté&échets (100 g) peut étre
utilisée du fait de la meilleure homogénéité desphilisats. Le reste des
parametres est inchangé.
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3.2.4 Mesures

Le Tableau 17 présente les dosages réalisés sdiff@entes fractions obtenues lors
des étapes de solubilisation ainsi que les méthotlkstes. Les BMP ont été réalisés a la
température de I'opération de solubilisation camé&er

Tableau 17.Méthodes des dosages effectués sur les différématons obtenues

Dosage Fractions concernées

Matiere seche / Matiére volatile  Solides, liquigesiéchet brut

DCO Solides et liquides
AGV Liquides
Protéines Solides et liquides
Glucides Solides et liquides
Graisses Solides
Fibres Van Scest Solides
BMP Solides, liquides et déchet brut

3.2.5 Expression des résultats

Afin de pouvoir les comparer, les résultats someaaés a 1 g de MV de I'échantillon
brut de départ, sauf indication contraire.

En ce qui concerne les fractions liquides, il éstassaire de distinguer :

e D’une part, la fraction solublgui correspond a I'ensemble de la phase aqueuse
présente lors de I'étape de solubilisation c’edira le volume d’eau ajoutée au
déchet plus la petite quantité d’eau apportéegdéthet lui-méme ;

« Drautre part, la fraction extraitgui correspond au volume de liquide qu’il a été
possible de séparer de la phase solide. Ce volsinges faible que le volume
d’eau ajouté car une quantité non négligeable d'esie liée au déchet.

Partout ou cela est possible, les résultats s@riregs par rapport a la fraction soluble.
Dans certains cas, qui seront indiqués, il n'essiiide d’exprimer le résultat que par rapport a
la fraction extraite. Cela constitue alors une agjpnation vis a vis des caractéristiques de la
matiere réellement solubilisée.

3.3 Résultats et discussion

3.3.1 Influence du prétraitement sur la caractérisa tion des fibres (Van
Soest)

Tous les échantillons solides ont été caractéssémn la méthode de Van Scest. Une
variante a été appliquée a cette méthode afin Wiéwvdimportance d’'un prétraitement a I'eau
chaude des échantillons. En effet, certains aut@Resnaudeawt al, 2004) appliquent un
prétraitement de 30 minutes dans de I'eau distAlé0°C aux échantillons a analyser. Ce
prétraitement est censé améliorer la justesse deekure de la fraction soluble dans un
détergent neutre. Elle permettrait de pré-soludrildes protéines qui autrement auraient été
rendues insolubles par le détergent.

Pour déterminer I'importance et I'effet de ce pm#ament lors du fractionnement des
fibres selon Van Scest, chague dosage est rédiisg 63 fois avec prétraitement ; 3 fois sans
prétraitement.
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La Figure 26 et la Figure 27 montrent les résulbatenus pour le fractionnement selon
la méthode de Van Scest des fractions obtenuesepasdlubilisations a 37 et a 55°C
respectivement. Les résultats avec et sans pegtraitt sont présentés avec I'écart type de
chacun des triplicatas. Chaque barre représemepkatition de la matiere volatile dans les
différents compartiments (Neutral Detergent SoluBleid Detergent Soluble, Sulfuric Acid
Soluble et Insoluble Volatil Solids).

1000A) 7 = = L J_
T T - T
80% | - . - .
aivs
60% - OSAS
BADS
0, -
40% ENDS
20% -
0% -
B B non D D non E E non

prétraité prétraité prétraité prétraité prétraité prétraité

Figure 26.Répartition de la MV dans les compartiments de Segst pour les fractions concernant la
solubilisation & 37°C.
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Figure 27.Répartition de la MV dans les compartiments de Segst pour les fractions concernant la
solubilisation a 55°C.

Ces résultats ne permettent pas de dégager untuéNernnfluence du prétraitement a
'eau chaude sur la valeur mesurée de I'importahceompartiment soluble selon Van Scest.
Toutefois, le prétraitement semble entrainer umtégpe plus faible. Les mémes observations
peuvent étre faites sur les premiers résultatsezoaat les solubilisations a 55°C. C’est donc
les résultats avec prétraitement qui seront usildsins la suite de ce compte-rendu.

3.3.2 Répartition de la matiere aprés solubilisatio n

Nous présentons la répartition de la matiere ogganentre les phases solubles extraites
A et C et les parties non solubles B et D, lors diéfg@rentes opérations de solubilisation
(Figure 28 a Figure 31). La phase liquide a étaatérisée a I'aide de dosages des protéines,
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des glucides et des Acides Gras Volatils. La pledile a été caractérisée a l'aide du
fractionnement selon Van Scest.

[ fraction NDS
19%

( autre MV

DS
18%
2,42%
NDS + A
23,8% AGV
. 0,99%
extrait A
0,
4,8% < protéines
1,09% SAS
45%
glucides
\ \

0,30%

Figure 28.Répartition de la MV lors de la solubilisation &@7du déchet brut entre phase liquide extraite par
tamisage/centrifugation (échantillon A) et phadasaestante (échantillon B). Composition bioclgoe de la
phase extraite et fractionnement Van Scest de Isepbalide.

fraction NDS
35%
(" autre MV
2,01% ADS
NDS + C 17%
39,15% < AGV ’
0,83%
extrait C
4,15 % < protéines
0,91%
glucides
& \ 0,40%

Figure 29.Répartition de la MV lors de la solubilisation &#@7du déchet lyophilisé et broyé entre phase liguid
extraite par tamisage/centrifugation (échantillgre€phase solide restante (échantillon D). Contjposi
biochimique de la phase extraite et fractionnenveamt Scest de la phase solide.
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19%
( autre MV
1,05%
NDS : A AGV
21,32% 0,39%
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0,52%
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\ \ 0,36%

Figure 30.Répartition de la MV lors de la solubilisation &65du déchet brut entre phase liquide extraite par
tamisage/centrifugation (échantillon A) et phadelsaestante (échantillon B). Composition bioclgoe de la
phase extraite et fractionnement Van Scest de Isepdalide.
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( fraction NDS

27%
(" autre MV ADS
1,83% 25%
3050% ACY
,99% [
extrait C 0.41%
3,59%<
protéines
0,76%
glucides
k \ 0,59%

Figure 31.Répartition de la MV lors de la solubilisation &65du déchet lyophilisé et broyé entre phase liguid
extraite par tamisage/centrifugation (échantillgre€Cphase solide restante (échantillon D). Contjposi
biochimique de la phase extraite et fractionnenvamt Scest de la phase solide.

D’aprés les résultats présentés ci-dessus, laidna@xtraite (A ou C) lors de la
solubilisation du déchet représente une part falbléa matiere organique totale (de I'ordre de
3,7% en moyenne). La température de solubilisatizn pas d’influence visible sur ce
résultat. Prés de la moitié de cette fraction esstituée de matiere non identifiée. Dans la
moitié identifiée, les protéines représentent uae ponstante et importante. Les AGV et les
glucides sont trouvés dans des proportions du no&dre de grandeur. Pour une température
plus élevée, la part des glucides augmente aunditide la part des AGV.

La lyophilisation et le broyage préalable des déclsemblent néanmoins avoir une
influence sur le résultat du fractionnement sel@am\3cest de la fraction solide. En effet, cela
entraine une fraction NDS plus importante ; a l@awur de la fraction SAS, quelle que soit
la température de solubilisation. La fraction IMfslant a elle, reste inchangée (entre 12 et
14 % de la matiére volatile initiale).

La somme de la fraction extraite par solubilisafi@rou C) et du compartiment NDS de
la fraction solide (B ou D) a été calculée pourcthne des quatre conditions de solubilisation
(Figure 28 a Figure 31). Si nous comparons cettems® a la proportion de la fraction soluble
selon Van Scest dans le déchet brut (26% de la MMjs trouvons des résultats proches en ce
qui concerne la solubilisation du déchet brut nmphilisé, cas qui correspond le plus a la
réalité industrielle. Ce résultat indiquerait gadraction extraite lors de la solubilisation fait
partie de la fraction NDS selon Van Scest du démhst

3.3.3 Potentiels méthanogenes des différentes fract  ions

La Figure 32 présente les potentiels méthanogeB&8H) mésophiles (37°C) des
différentes fractions obtenues par les solubilisetia 37°C ainsi que des trois échantillons de
déchet brut. Les résultats sont exprimés par rappota matiére volatile de chaque
échantillon.
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Figure 32.BMP mésophiles (A : fraction hydrosoluble du dédbrett ; B : fraction non soluble du déchet brut ;
C : fraction hydrosoluble du déchet lyophilisé iy ; D : fraction non soluble du déchet lyopldilet broyé ;
E : déchet lyophilisé et broyé).

La Figure 33 présente les potentiels méthanogeBBHE?) thermophiles (55°C) des
différentes fractions obtenues par les solubiligetia 55°C ainsi que des trois échantillons de
déchet brut. Les résultats sont exprimés par rappota matiere volatile de chaque
échantillon.
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Figure 33.BMP thermophiles (A : fraction hydrosoluble du déchrut ; B : fraction non soluble du déchet
brut ; C : fraction hydrosoluble du déchet lyogliet broyé ; D : fraction non soluble du déchephyjlisé et
broyé ; E : déchet lyophilisé et broyé).

Les figures ci-dessus montrent que la matiere aggancontenue dans les fractions
liquides (A et C) est prés de deux fois plus fertrastible que celle des fractions solides.

La matiere organique du déchet brut broyé (E) égérement plus productrice de
méthane que celle du déchet brut non broyé (b@dda est sGrement lié a I'accessibilité de
certains substrats organiques.
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En ramenant les valeurs de BMP a 1 g de Matierat®ldu déchet solubilisé, on
détermine la part du méthane produit par le dédutide due a la fraction soluble
(Tableau 18).

Tableau 18.Part du méthane produit due a la fraction solalleau, selon les différentes conditions opérasoir

Part du soluble (A) dans Part du soluble aprés broyage (C) dan:
solubilisation et de BMP = productlon 2 e ey
le déchet brut
37°C 13 % 23 %
55°C 10 % 14 %

Température de

Le tableau ci-dessus montre glze fraction soluble a I'eau est responsable, en
moyenne, de 15% du méthane produit par la fermentadn du déchet total Le réle de la
fraction soluble dans la production de méthanedest non négligeable. Nous constatons
également que le broyage avant la solubilisatiggmante la part de méthane produit par la
fraction hydrosoluble. C’est-a-dire que davantagendtiere fermentescible est solubilisée.

Nous observons également une bonne homogénéirésidtats obtenus avec le déchet
brut. En effet, I'écart type est de 5 % (de la ualmesurée) pour les BMP mésophiles et de
12 % pour les BMP thermophiles.

3.3.4 Composition de la matiére solubilisée

Le Tableau 19 donne la composition de la matiégarigue solubilisée avec les quatre
conditions différentes de solubilisation.

Tableau 19.Identification de la matiére organique dans lestfoas solubilisées

Conditions de A : Déchet brut ; C : Déchet broyé ; A : Déchet brut ; C : Déchet broyé ;
solubilisation 37°C 37°C 55°C 55°C
Glucides 6,35% 9,65% 15,60% 16,40%
Protéines 22,65% 21,96% 22,34% 21,17%
AGV 20,58% 19,98% 24,86% 9,84%
MV non identifiée 50,42% 48,41% 37,20% 52,59%

Les résultats obtenus montrent a nouveau que @réa choitié de la matiere volatile
soluble dans I'eau n'est pas identifiée. L'autreitirdose partage plutét équitablement entre
glucides, protéines et AGV.

Une température plus élevée (55°C au lieu de 3p&@net une part environ deux fois
plus importante de glucides. La température etdgdge ne semblent pas affecter la part des
protéines et des AGV.

Le Tableau 20 indique la part des glucides du déloché ou broyé qui passe dans la
phase liquide lors de la solubilisation a 37 ou5&C5 Les valeurs sont exprimées en
proportions de la quantité présente dans la matatele initiale. Nous observons que la
solubilité des glucides et protéines est indépetedadm la quantité initiale.

Tableau 20.Proportions de glucides et de protéines du déchitd solubilisés

Conditions de

Déchet brut ; 37°C  Déchet broyé ; 37°C Déchet brut ; 55°C Déchet broyé ; 55°C

solubilisation
Glucides 1,23% 2,35% 2,01% 2,.87%
Protéines 17,74% 21,53% 18,53% 23,84%
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D’apres ces résultats, un broyage fin avant labslidation permet a plus de glucides et
de protéines de passer dans la phase soluble. Be,nhés de la solubilisation des déchets,
des conditions thermophiles permettent de soldilisggerement plus de glucides et de
protéines que des conditions mésophiles. Ce paénitercependant une confirmation.

D’une facon globale, les protéines des ordures genea se solubilisent dix fois plus
gue les glucides.

3.3.5 Demande chimique en oxygene

Le Tableau 21 présente les valeurs de demandeaiéngin oxygene (DCO) obtenues
sur les fractions solubles. Ces valeurs sont rageaél g de Matiére Volatile du déchet brut
ou broyé mis en jeu dans I'étape de solubilisation.

Tableau 21.DCO des fractions solubles ramenée a 1 g de Mdédhet solubilisé

Conditions de A : Déchet brut ; C : Déchet broyé ; A : Déchet brut ; C : Déchet broyé ;

solubilisation 37°C 37°C 55°C 55°C
DCO (mg/l de phase

mg 12 250 250 000 10 250 25 150
liquide)

DCO (mg/g de MV 11,51 23,49 8,41 23,64
du brut)

Ces données montrent que, lorsque le déchet esindint broyé avant I'étape de
solubilisation, la quantité de DCO solubilisée gdtis que doublée. En revanche, la
température n’a pas d’influence visible.

3.3.6 Matiere grasse

Le Tableau 22 présente les dosages des graissededafractions solides issues des
étapes de solubilisation ainsi que dans le déchat bes résultats sont rapportés a 1 g de
Matiere Volatile du déchet traité a I'étape de bdisation.

Tableau 22.Dosage des graisses dans les solides

Température de B D Déchet brut (g/g de MV dt
solubilisation (g/g de MV du déchet brut) (g/g de MV du déchet broyé) déchet brut)
37°C 5,74% 3,27%
6,20%
55°C 3,02% 2,54%

Les résultats ci-dessus montrent qu’'une partieadmatiere grasse contenue dans le
déchet brut ne se retrouve pas dans la fractiodesalprés solubilisation. Une partie des
graisses du déchet est donc passée dans la pipaide liors de la solubilisation.

Il faut noter qu’il ne s’agit pas d’une solubiligat des graisses dans I'eau. Il doit plutot
s’agir de gouttelettes ou de petits globules geaisqui ont pu étre emportés dans la phase
liquide. Cet effet augmente pour une granulométiie déchet plus faible (broyage). La
température favorise également le passage de laremmgrasse dans la phase liquide car elle
permet une solubilisation accrue des corps gragesol

3.3.7 Importance de la fraction soluble

En utilisant des facteurs de conversion adéquatss pouvons calculer la DCO due aux
glucides, protéines et AGV dans la fraction solul8achant que 1 mg de DCO dégradée
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produit 350 ni de méthane (Ch), la quantité maximale de méthane est calculéutir ple la
DCO calculée et de la DCO mesurée. En outre, lesitgqés de glucides, de protéines et
d'AGV peuvent étre exprimées en quantité de DCO.

Le Tableau 23 montre les quantités de DCO totalesgmée) et de DCO d’origine
identifiée (calculée) pour les fractions solubléseaues a 37°C. Les productions de méthane
maximales correspondantes sont aussi présent@es, caie les quantités expérimentales
mesurées par BMP. Les résultats sont exprimésipbuate fraction soluble.

Tableau 23.Quantités de DCO et de ¢Hroduit estimées et réelles pour les fractionsldek a 37°C

Fraction soluble identifiée Fraction soluble totale
(glucides + protéines + AGV (DCO mesurée) BMP

DCO BMPmax DCO BMPmax mesuré
(a/) (mé/g MVbrut) (a/n) (me/g MVbrut) (mt/g MVbrut) X/Y X/Z
(%) (%)

Matrice de la
solubilisation

37°C Déchet brut 4,58 151 12,25 40,3 31,0 37,5 48,7
Déchet broy:: 7,78 19,7 25,00 52,9 41,4 37,2 47,6
55°C Déchet brut 4,31 14,2 10,25 33,7 25,3 42,1 56,1
Déchet broy:: 9,74 17,2 25,15 44,4 34,3 38,7 50,1

La comparaison des valeurs de méthane produit eswat calculées a partir de la
DCO mesurée (Z/Y) montre qué& % de la DCO de la matiere organique soluble est
fermentescible autrement dit transformable en méthane. La biadidilité de la fraction
soluble est donc de 77 £1,4 %. Cette valeur esbraparer aux 95,0 % obtenus sur des
dreches de pommes par Buffieet al. (2008). Ces deux valeurs indiquent que la
biodégradabilité de la fraction hydrosoluble esingie mais pas constante. La quantité de
matiere hydrosoluble ou sa DCO ne permettent dasap prédire son potentiel méthane.

Les glucides, protéines et AGV (DCO identifiee) tsmsponsables d’environ 40 % de
la DCO réelle (X/Y) et sont a l'origine de la méitilu méthane produit (X/Z)a partie non
identifiée de la matiere organique soluble représe¢a donc 60 % de la DCO et la moitié
du potentiel méthanogéne de la matiére organique lsible.

3.3.8 Synthése

La matiere organique soluble représente une fabbgortion (3,7 %) de la matiere
organique totale ainsi que du potentiel méthanogginbal du déchet mais elle est trés
fermentescible. Elle produit 15% du méthane lordadiermentation des ordures ménageres.
De plus, elle est rapidement solubilisée et donpideanent disponible pour les
microorganismes. Nous pouvons donc émettre I'hygsmhselon laquelle cette matiére
organique rapidement solubilisée revét une impogacertaine dans le démarrage de la
méthanisation.

Elle est constituée en partie de glucides, de pregéet d’acides gras volatils dans des
proportions voisines. Les protéines sont les phlgldes. La température et le broyage de la
matrice ont une influence positive sur la plup&tds constituants.

Une part importante de la matiére organique soldBke ordures ménageres reste non
identifiée par les méthodes employées ici. Ellegsgnte la moitié de la matiére volatile et de
la DCO fermentescible ainsi que 60 % de la DCOedala la matiére organique soluble.
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4 Conclusion

Le fractionnement de la matiére organique selon ®Baest montre une variabilité
significative entre les déchets. De plus, il est,peemiere approche, un indicateur de la
biodégradabilité (et donc du méthane a produire)s'dgit donc d'une méthode tres
intéressante pour la caractérisation des déchktdesoEn effet, une relation négative entre la
biodégradabilité et la fraction SAS+IVS rend comgiéela structure du déchet qui elle-méme

rend compte des conditions réelles de méthanisation

Les expériences réalisées au cours de cette éenmeetpent d’avoir une meilleure
connaissance de la fraction de matiere organiqiitieée dans les premieres minutes et
dégradée dans les premiers jours de la méthanmisdée ordures ménageéres. Les résultats
montrent que cette fraction soluble, bien que tant une faible part de la matiére
organique totale, joue un réle important dans ldharéisation. En effet, elle constitue une
fraction tres biodégradable rapidement disponildardes micro-organismes et participe a
15 % de la production totale de méthane.

Compte tenu de son importance, la déterminatiorlad&action hydrosoluble d'un
déchet apporte des informations supplémentairestguasa biodégradabilité ainsi que sa
cinétique de dégradation. Cette caractérisationuasbon complément du fractionnement
selon Van Scest dans le but de décomposer en fracélEmentaires la complexité des
ordures meénageres.

De plus, ce type d'étude permet d'approfondir lesnaissances au sujet des
phénomenes physico-chimiques et biochimiques gueernen jeu lors de la méthanisation
par voie seche de déchets solides.

Il serait utile de poursuivre cette étude sur desuéchantillons de déchets afin d'obtenir
des données plus généralisées. En outre, il $er@iessant de réaliser le méme type d'étude
sur des déchets simplifiés (végétaux, papier, etafin) d'identifier d'ou provient la matiére
organique soluble.

Il serait intéressant d’arriver a caractériser déage la matiére organique soluble pour
identifier la part non identifiee qui représenterlaitié de cette fraction.

Des voies de recherche intéressantes ont été enisadence pour la caractérisation de
la matiére organique des déchets solides. Le @rmotéiment par la méthode de Van Scest,
couplé au dosage des glucides ainsi que la caisattén de la fraction hydrosoluble, sont des
manieres pertinentes d'évaluer la quantité de neatéganique biodégradable et donc la
biodégradabilité. Ces méthodes méritent d'étre ld@pees par des recherches plus
approfondies. Outre le dosage des glucides, d&utreesures complémentaires au
fractionnement Van Soest peuvent étre envisagées.

Des avancées dans ces voies permettront une meillemnaissance de I'organisation
de la matiére organique dans les déchets solides.découlera une meilleure approche de sa
caractérisation qui permettra de prédire de fadas fiable la biodégradabilité des déchets.
Cette prédictibilité permettra de mieux maitrisar rhéthanisation par voie seche. Plus
précisément, d'une part, les gisements de décletsopt étre évalués et les modalités de
prétraitement, de digestion et de génie des precé@énps de séjour, matiere séche, ...)
pourront étre adaptées. D'autre part, il sera blessie déterminer, antérieurement a
l'opération de méthanisation, la quantité de méthattendue. Ainsi l'avancement de la
réaction pourra étre évalué et d'éventuels proldadiiehibition pourront étre détectés par une
production de méthane inférieure a celle attendue.
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CHAPITRE |IV. ETUDE DU REACTEUR
PILOTE DE LABORATOIRE

Sur le Titanic en train de sombrer, est-il raisonnable de consacrer Geaucoup
d'efforts et d'intelligence a obtenir une meilleure cabine ?
[ AlGert Jacqguard 1
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V. ETUDE DU REACTEUR PILOTE DE LABORATOIRE

1 Introduction

Comme nous l'avons vu dans I'étude bibliographid@megrande majorité des études
meneées sur la méthanisation des déchets solided@ntalisées dans des fioles ou dans des
réacteurs en voie liquide. Nous avons égalemenueue test de potentiel méthanogéne BMP
était nécessaire mais pas suffisant pour étudieréinanisation des déchets solides. Il existe
trés peu de données de laboratoire et d'étudesifmentales sur la digestion par voie séche.
Cela est lié principalement a des questions teciesigNous avons vu que le mélange avait
une influence importante sur les performances @Bssr d'un méthaniseur. Il peut étre
bénéfique ou néfaste suivant qu'il est assez,duojpop peu pousse. Des études appliquées et
fondamentales sur la digestion par voie séche siéesgent un nouveau type de réacteur de
laboratoire :

* Permettant d'effectuer des expériences dans dektioos réelles de voie seche sur
des déchets solides réels ;

* Qui ait une taille adéquate : assez grand pour @irend'effectuer des prélévements
réguliers pendant un essai et permettant de trdéerquantités significatives de
déchet, compte tenu de leur hétérogénéiteé ; asteazppur étre pratique a utiliser,
pour pouvoir effectuer des ajouts de substancégbiteurs par exemple) et étre peu
colteux a entretenir ;

« Un systéeme d'agitation permettant une homogén@msasiuffisante pour des
prélevements représentatifs du contenu du réadtair en étant suffisamment
grossiére pour étre représentative de la réalibésimielle.

Un nouveau réacteur de 4@ donc été développé et construit pour les bestErnsette
thése et d'études futures. Sa description est doanéchapitre Il. Afin de vérifier que ce
nouveau réacteur possede les qualités voulues,erngpst de mélange de particules
sélectionnées a été déterminé. Ensuite, les casdiciges de fonctionnement (biogaz,
meéthane, AGV, ammoniac) en batch et en semi-cormimueté analysées, avec des ordures
ménageres résiduelles (OMR) comme substrat. Cafiatssont été comparés a des données
obtenues sur un réacteur industriel afin de s'asgjue le nouveau réacteur est représentatif
de la realité industrielle. Le réacteur industdehsidéré est un méthaniseur en voie séche de
21 nt fonctionnant selon le procédé DRANCO. Il appattieu CREED - Veolia
Environnement et a été décrit précédemment (Lensaiak 2005 ; chapitre II).

Le nouveau réacteur a été utilisé dans des étunlda siéthanisation. La méthanisation
d'OMR a été comparée en conditions thermophileamésophiles afin d'observer les
différences et les points communs dans ces dewdittmms de méthanisation, et,
éventuellement, les avantages et les inconvénients.

La co-digestion OMR et de déchets carnés a éténalseen conditions de charge
organique normale et de surcharge en déchet cdreg. déchets carnés sont trés
biodégradables et contiennent beaucoup de protdiras dégradation peut donc mener a des
concentrations élevées en AGV et en ammoniac. €ag droduits sont susceptibles d'étre
inhibiteurs. Le but de cette expérience était dohume part, d'étudier la possibilité de la co-
digestion d'OMR et de déchets carnés, d'autre pbanalyser le comportement d'un
méthaniseur pendant cette co-digestion et d'identiles parameétres permettant de
reconnaitre une situation de surcharge en déchet.ca
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2 Essai de détermination du temps de mélange

Une expérience a été réalisée pour tenter de dérhe temps de mélange complet du
nouveau réacteur de laboratoire. Le réacteur angtéen agitation continue a 3,2 trs/mn.
900 billes calibrées de diamétre 1 cm et de dersitdt été ajoutées au temps O dans le
réacteur contenant 20 kg de digestat OMR. Les taisiiques de ces billes sont censées
représenter les caractéristiques moyennes desyasticonstituant les déchets.

A intervalle régulier (1 puis 2 minutes, temps da&tgn), un prélévement d'environ
200 g a été réalisé dans le réacteur et les hilted été localisées par recherche manuelle. La
concentration en billes dans les échantillons éshi@ comme étant le nombre de billes dans
I'échantillon divisé par la masse de I'échantilldous avons donc calculé pour chaque instant
la concentration en billes dans le réacteur comeneoimbre de billes restant divisé par la
masse de digestat restant dans le digesteur. Efirs avons calculé le rapport & un instant
comme étant la concentration en billes de I'échantprélevé a cet instant divisé par la
concentration en billes dans le réacteur a ceamstorsque le mélange est parfait, ce rapport

doit étre proche de 1.

La Figure 34 présente les résultats obtenus pessdi de détermination du temps de
mélange du nouveau réacteur de laboratoire. Nous apercevons que la courbe du ratio en
fonction du temps suit une forme d'oscillation. @&s notre expérience, ce type de courbe
serait typique d'un meélange "par paquets”. L'olz@n visuelle du comportement du
contenu du réacteur pendant le mélange confirme tgfpothése. Le ratio atteint pour la
premiere fois la valeur de 1 au bout de 30 minutegitation environ. Les oscillations
semblent se stabiliser autour de 1 au bout de 4Wites ou plus. Malheureusement, nous
n‘avons pas pu poursuivre l'expérience assez lmpgtgpour nous en assurer. La méthode
utilisée est particulierement fastidieuse : entette réalisation de prélevements a répétition
dans le réacteur s'est avérée difficile aprés 4utes d'agitation.

Des éléments de la taille des billes mettent dowaren 40 min & s'Thomogénéiser. Dans
le cadre de nos études sur ce réacteur, les pnédite journaliers seront effectués au bout
d'un temps d'agitation cumulé supérieur. Ainsi, [@elevements seront suffisamment
représentatifs compte tenu de leur taille de 20E&my.revanche, des éléments plus petits
mettront plus de temps a s’homogénéiser. C'egeagdiun meélange intime a I'échelle des
cellules deamande plus de temps. Donc il n'y adpassque vis-a-vis d'un mélange trop fort
qui empécherait la formation de zones de méthamsger¢f. Chapitre I. 2.3.4) et/ou
provoquerait une liquéfaction du milieu ou une safian de phase liquide/solide.

2,5
. <&
o ratio ) R
—=— moyenne glissante a 3 valeurs
2 +— —»—moyenne glissante a 5 valeurs

ratio

Temps d'agitation (min)

Figure 34.Expérience de détermination du temps de mélange ldaéacteur de laboratoire : le ratio calculé est
le rapport entre la concentration en billes mesdaes I'échantillon et la concentration totale dlesdans le
réacteur. Les moyennes glissantes ont été calcsigates ensembles de 3 mesures et de 5 mesures.
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3 Fonctionnement en discontinu: comparaison a un
réacteur industriel

3.1 Organisation de I'expérience

Le fonctionnement en batch du nouveau réacteualatgradtoire a été analysé et compare
a des données de fonctionnement en mode discodtimuréacteur d'échelle industrielle
appartenant a Veolia.

Dans cette expérience, trois fermentations cons@subnt été menées dans chacun des
deux réacteurs. Lors du premier essai, les réactent été inoculés avec un digestat
mésophile provenant d'une installation de méth#nisandustrielle. Ensuite, chaque essai
suivant a été inoculé avec du digestat résiduddadah précédent. Cela permet d'observer un
éventuel effet de I'adaptation des micro-organisatesubstrat.

Tableau 24.Conditions initiales des expériences en batch

Réacteur de laboratoire Réacteur industriel
Batch 1 Batch z Batch 2§ Batch 1 Batch 2 Batch &

% MS 32,1 32,2 33,8 36,9 39,7 33,2
% MV/MS 34,4 33,9 38,7 38,7 46,5 38,1
Rapport déchet/inoculum 0,343 0,342 0,198 0,268 0,359 0,347
(kgMV/kgMV)
Durée (j) 35 40 40 35 35 40

Lors de ces expériences, les deux réacteurs oatidoné en régime mésophile. Ils ont
été alimentés avec des ordures ménageres résglbedigées et criblées a 40 mm provenant
du méme gisement. En moyenne, le rapport déchetlimm était de 0,35 kg de MV du
déchet par kg de MV de l'inoculum (Tableau 24)tdex de MS a été ajusté a 35 + 3 % par
ajout d'eau du robinet. Pour plus d'informations Isufonctionnement des réacteurs, voir
Chapitrell.

Les productions de biogaz et de méthane ont étdesuen continu. A intervalles
réguliers, des échantillons ont été prélevés, ssquels ont été dosées les concentrations
d'AGV, d'ammoniac, de MS et de MV.

A titre de comparaison, le potentiel méthanogen®RPB des ordures ménagéres
utilisées, sous forme brute ainsi qu'aprés lyogdtilon et broyage a 1 mm, a été mesuré.

3.2 Biogaz et Méthane

3.2.1 Rendements en méthane

Les rendements finaux en méthane étaient similpiwes les six essais (Tableau 25) : le
rendement moyen était de 200 + 10 HMV. Le test de potentiel méthanogéne présente un
rendement proche pour le déchet brut : 22GMV. Nous pouvons cependant remarquer
qgue, lorsque le déchet est finement broyé, un reede largement supérieur est obtenu :
300 Nn¥/tMV. Ceci montre l'importance de la taille destjzailes et donc la nécessité d'un
réacteur de laboratoire qui puisse prendre en ehdeg déchets réalistes, c'est-a-dire dont le
mode de préparation est le méme que celui expétréram conditions industrielles. Il est a
noter que, pour des raisons de comparaison, ledtatssprésentés pour les tests BMP ne
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tiennent pas compte de l'activité endogéne cae-celh'est pas accessible pour les tests en
réacteur.

Tableau 25.Rendements finaux en méthane

Batch 1 Batch 2 Batch 2§ Batch 1 Batch Zz Batch 2| Déchet brut Déchet broye
NmPCH/tMV 193 211 187 193 205 212 220+ 10 300 +10
Durée (j) 35 40 40 35 35 40 40 40

3.2.2 Evolution des productions cumulées

Les évolutions des productions de biogaz et de méihe sont remarquablement
similaires dans les deux réacteuré~igure 35 B).

Dans le cas du premier essai, nous observons umee ple démarrage moins rapide
dans chacun des deux réacteurs. Ensuite, au cesirgesgais suivants, cette phase de latence
devient de moins en moins prononcée comme la afadtvient plus rapide. Ce phénoméne
peut étre attribué a l'adaptation des micro-orgaess au déchet et aux conditions de
I'expérience. Cettadaptation se fait de maniere identique dans les de réacteurs

Lors du premier essai en réacteur industriel, uelyction anormalement élevée est
observée aux alentours du®1%jour et expliqgue la production finale de biogazigl
importante. Les circonstances de cette producestent incertaines. L'une des explications
avanceées pourrait étre un temps sans alimentagial®@chets avant le lancement de I'essai trop
court. Il en a résulté que la concentration irgtiah AGV était déja élevée et il y aurait donc
eu un effet de surcharge. Une autre explicatiort p&e le fait que les micro-organismes
n'étaient pas encore adaptés au fonctionnemerdntisa qui sous-entend une alimentation
massive en une fois plutét qu'une série d'alim@amsatmoins importantes comme lors du
fonctionnement en semi-continu qui était en pla@msdle méthaniseur d'ou provient
l'inoculum.

Les profils de production de méthane et de biogazsdes tests BMP ressemblent
davantage aux premiers profils (démarrage) qu'a deda troisieme répétition (Figure 35A).
En effet, les courbes de production de méthaneBt3 présentent une phase de latence de
plusieurs jours et une forme sigmoide caractétisti¢gomme pour les essais de démarrage
des expériences en réacteur. A l'inverse, loradmisieme répétition des essais en réacteur,
aucune phase de latence n'est visible et les coaderoduction de biogaz et de méthane ont
un profil particulier en trois portions rectilignes

Les tests BMP présentent un fonctionnement de latob lequel les micro-organismes
ne sont pas totalement adaptés. lls n'auraient plampu étre utilisés pour prédire la cinétique
d'un réacteur dans lequel les micro-organismesesgradaptés. C'est pour cette raison qu'il
faudrait réaliser deux, voire trois, tests BMP &u#&e pour obtenir un résultat idéal, comme
cela a déja été observé (Angeladiki et Ahring, }9€2la ferait que le test BMP serait une
technique encore plus longue a mettre en placerdtait totalement son intérét prédictif pour
caractériser des déchets trés variables au coutendjps. De plus, dans le cas des ordures
meénageres, il n'est pas tres pratique d'effecteeiagbuts successifs dans un test en fiole.

L'aspect des courbes concernant la troisieme répétin des essais en discontinu
indigue une phase initiale de fermentation rapide d composés facilement
biodégradables, suivie d'une phase de fermentatioplus lente de composés moins
biodégradables avant une phase de production quasiment nulleg@ondant a I'épuisement
du milieu en matiére organique assimilable. Laléifroduction résiduelle en fin de batch
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pourrait étre due a l'activité endogene liée adlgae des cellules des micro-organismes et/ou
a une troisieme fraction de la matiére organiges entement biodégradable.

L'observation des courbes de BMP révele que, pen@anl2 premiers jours, les
déchets bruts et broyés suivent une cinétique deadation identique et superposable. Ce
n'est qu'aprés cette premiére phase que les deusbeso s'écartent pour donner des
productions finales différentes. De plus, c'esagipdu méme moment, qu'une cassure dans
la pente des courbes est observée, avec un rakmist de la production, pour le déchet non
broyé. Il semblerait donc que le broyage ait unetefur la fraction difficilement
biodégradable et non sur la fraction facilementibgradable. Ceci indiquerait que I'existence
de ces deux fractions a un lien avec la structhssigue du déchet. La fraction facilement
biodégradable aurait une structure fine, voire ldelualors que la fraction difficilement
biodégradable aurait une structure physique mahgoke et plus difficile a attaquer pour les
micro-organismes. Le broyage permet de détruire sétucture physique et donc de rendre le
second compartiment plus biodégradable. Cette hggetest conforme a ce qui peut étre lu
dans la bibliographiec{. Chapitrel. 2.3.2 et2.3.3).

3.2.3 Vitesses spécifiques

La vitesse spécifique de production de méthanéestesse de production de méthane
instantanée ramenée a la quantité de MV de l'ioeul l'instar des productions de biogaz et
de méthane, les évolutions de la vitesse spécifijaeproduction de méthane sont
remarquablement similaires entre les deux réactaursours des trois essais en discontinu
successifs (Figure 35C). Les profils varient d'ssag a I'autre mais de la méme maniere pour
les deux réacteurs.

L'évolution de la vitesse spécifique ne suit pasimétique du premier ordre a laquelle
on pourrait s'attendre si la vitesse de dégradadtait controlée uniquement par la vitesse
d'hydrolyse ¢f. 1.2.3.2). Apparemment, il y a au moins deux phases d& production de
méthane. Ce comportement a été observé auparavamt ges déchets de repas en
méthanisation par voie humide (Buffiee¢ al, 2006). Pour le réacteur industriel, l'activité
methanogene présente un premier pic apres 2 arsj jpuis un pic plus important aux
alentours du 10" jour. A I'échelle du pilote de laboratoire, I'agpan du premier pic est
moins flagrante.

3.3 Acides Gras Volatils

3.3.1 AGV totaux

Les AGV totaux sont exprimés en équivalents DCOnfBxede Chimique en Oxygéene)
par kg de milieu réactionnel. Les équivalents D@t €alculés par la somme de la DCO de
chaque AGV. Dans la plupart des cas, une accuronlatansitoire d'/AGV est observable,
suivie de prés par leur dégradation (Figure 35D dorrélation peut étre établie, dans une
certaine mesure, entre cette évolution et les Iprofe vitesse spécifique de production de
méthane. Ainsi, la plupart des pics d'AGV concotdavec des pics d'activité spécifique.
Toutefois, il y a une certaine disparité entrerie@aux maximaux des pics d’AGV qui varient
autant entre les batchs d'un méme réacteur qu'desreréacteurs. De plus, certains
échantillons des deux premiers essais réaliséslesuéacteur industriel ont souffert de
mauvaises conditions de transport et de dosagmnetsans doute peu fiables. Cela explique
I'aspect singulier des deux courbes correspondantes

L'accumulation transitoire d'AGV pendant les tesis batch indique que la
méthanisation des ordures ménageres n'est pasédiminiquement par [I'hydrolyse,
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contrairement & ce qui est souvent mentionné dandibbliographie ¢f. 1. 2.3). La
consommation des AGV peut aussi jouer un rble afwans la cinétique de dégradation dans
son ensemble. En revanche, il n'est pas possibtgrelesi I'adaptation des micro-organismes
favorise plutdt I'hydrolyse ou la méthanogenése.

Dans le premier batch du réacteur industriel, nobservons une baisse puis une
brusque augmentation du niveau d'AGV vers I€™15our. Cela pourrait étre lié a la
production anormale de Gbservée plus haut. Une inhibition ou un probléeeetype
surcharge pourrait en étre a l'origine. Toutefi@s,circonstances de ce probleme éventuel ne
sont pas connues.

3.3.2 Détail des AGV

La concentration en acétate et en propionate @ar&atteur de laboratoire est présentée
sur la Figure 36. Les concentrations des autres AIGS€s (butyrate, isobutyrate, valérate,
isovalérate) étaient négligeables. Le détail dégrénts AGV n'est pas disponible pour le
réacteur industriel, et ne présenterait que petédét compte tenu des remarques précédentes
sur les problemes d'altération des échantillonslaenleur transport.

Le pic d'AGV observé est di a une production rapideétate et de propionate, qui sont
les deux AGV les plus simples. L'acétate est ptoplus majoritairement mais le propionate
est dégradé plus lentement. C'est seulement us@@ I'acétate est totalement dégradée que
le propionate commence a étre dégradé : c'est kdodégradation du propionate qui est la
plus lente et qui semble indiquer la fin de la tié@scglobale.

3.4 Ammoniac

Des concentrations en ammoniac différentes peuéaat une cause possible des
différences de concentration en AGV entre des Isatolcessifs dans un méme réacteur avec
un déchet identique. En effet, en fonction detldiie récente des réacteurs, les concentrations
d'ammoniac peuvent différer d'un essai a l'autre.

Comme le montre la Figure 37, les concentrationazeite ammoniacal total varient de
1 200 a 2 000 mg N-NJkg. Les concentrations durant chaque essai sablest (les l1égéres
fluctuations observées sont attribuées a la déwiatixpérimentale). Dans notre cas, les
valeurs obtenues ne sont pas supposées créertderpeod'inhibition, compte tenu du pH qui
était supérieur ou égal a 8,0.

3.5 Synthese

Le fonctionnement en mode discontinu du nouveacteéa de laboratoire a été analysé
et comparé a des données de fonctionnement d'oteséandustriel. Les résultats montrent
gue le nouveau réacteur reproduit fidelement les condibns et le comportement du
réacteur industriel. Pour un déchet donné, lemétiques de production de biogaz et de
meéthane sont identiques et les évolutions desesses spécifigues de production de
méthane sont trées comparablesentre les deux réacteurs. L'analyse de l'accuionlates
AGV ne permet d'identifier aucune différence danfohctionnement des deux réacteurs. Les
niveaux d'ammoniac ont été stables, a des valewrsh@s, dans toutes les expériences.
D'apres les parametres suivis, il n'y a donc pageuifference de niveau d'inhibition
observable entre les deux réacteurs.

Les conditions des tests BMP ménent a des produati® de biogaz et de méthane
plus élevéesque lors d'une opération de méthanisation en tiondiréelles. De plus, les
cinétiques des BMP ne permettraient pas de prédireelles des réacteurs. Enfin, il n'a
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techniquement pas été possible d'effectuer desvadlents de suivi dans les fioles de BMP
afin de suivre les niveaux d'AGV et d'ammoniac.

Un effet de l'adaptation de I'inoculum microbien awx conditions et au déchet a été
observé au cours de trois essais successifs. Cette ameptsiest déroulée de maniere
identique dans les deux réacteurs. Au cours deessais successifs, la phase initiale de
latence a disparu et la vitesse s'est accrueuteasigmoide des courbes de production de gaz
a cédé la place a une courbe rectiligne. Le rendefiral de biogaz est toutefois resté le
méme pour toutes les expériences dans les deuteuésclL'allure des tests BMP évoquait
celle d'un batch avec un inoculum pas encore adapté

Une accumulation transitoire d'AGV dans les réastenontre quedans la digestion
séche des ordures ménageres, I'hydrolyse n'est dasseule phase limitantecontrairement
a ce qui est généralement préesumé. L'acétate gtof@onate sont les deux seuls AGV a
s'accumuler.

Deux phases sont observables dans la productidniodaz et de méthane, surtout une
fois que les micro-organismes sont adaptés. Laiprenphase correspond a une production
rapide de gaz, probablement a partir de matieranigge facilement biodégradable, tandis
gue la seconde phase est marquée par une prodptti®riente, probablement a partir de
matiere organique plus difficilement biodégradaklest sans doute cette seconde phase pour
laguelle la cinétique est contrdlée par I'hydrolysemme en témoignent les essais en fioles
réalisés avec du déchet finement broyé.

En effet, le broyage du déchet & 1 mm lors duB&#® augmente considérablement le
rendement en méthane. Celui-ci passe alors d'uleirvde 220 NriftMV, proche de la
réalité industrielle (200 N¥tMV) & une valeur de 300 N#tMV. Le broyage fin du déchet
augmente le rendement en méthane dans la deuxiéiti€ ohe la productionLa fraction
lentement biodégradable semble donc étre moins biédradable en partie a cause de sa
structure physique, que le broyage peut réduire pdrellement.
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Figure 36. Concentration en différents AGV au cours du suiwi fdnctionnement en batch du réacteur de

laboratoire
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4 Fonctionnement en semi-continu : comparaison a un
réacteur industriel

4.1 Organisation de I'expérience

Le fonctionnement en mode semi-continu du réactieutaboratoire a été analysé et
comparé aux données de fonctionnement d'un réadtéahelle industrielle appartenant a
Veolia. Chacun des deux réacteurs a fonctionnéaditions thermophiles a 35 % de MS. Le
réacteur de laboratoire était alimenté deux fois gEmaine et le réacteur industriel était
alimenté trois fois par semaine avec les mémesesduénageres.

La Figure 38 présente les flux d'alimentation dactéur de laboratoire. Ces valeurs,
gue nous appellerons par la suite les "débits" saltulées en divisant la quantité de MV
alimentée par le nombre d'heures avant l'alimentasuivante et par la masse de digestat
présente dans le réacteur. La montée en chargefait&t rapidement, en moins de 14 jours.
Ensuite, dans le réacteur de laboratoire le déhitntbntation a été maintenu autour de
3,5 g MV/jlkg de milieu pour le reste de I'expérdera I'exception de deux accidents IE"25
et le 35™¢jour. Dans le réacteur industriel, le débit d'@itation a été maintenu autour de
3,2 g MVI/j/kg de milieu.

Ce mode de fonctionnement stabilisé correspond daemps de séjour moyen des
déchets de 39 jours dans le réacteur de laborabde 40 jours dans le réacteur industriel.

Réacteur industriel

45 -
40 1
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__(‘g MV/ L/:k gm |L|Je
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o
o
I

4 8 14 18 22 28 32 36 42 46 50 56 60 64
Temps (j)

Réacteur de laboratoire

Débit d'alimentation
(g MV/jlkg milieu)

1 5 8 11 14 18 21 25 29 32 35 39 42 46 49 53 56 60
Temps (j)

Figure 38."Débits" de montée en charge et d'alimentationéhcteur industriel et du réacteur de laboratoire
fonctionnant en semi-continu.
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4.2 Biogaz et Méthane

4.2.1 Rendements en méthane

La Figure 39 montre les rendements en méthane peardeux réacteurs en
fonctionnement semi-continu. Chaque valeur cornedpgpune alimentation du réacteur. Elle
est calculée en divisant la quantité de méthanelue entre deux alimentations par la
guantité de MV apportée lors de la premiéere dex.d€es valeurs restent dans la méme
gamme et sont proches entre les deux réacteut82 &,0,017 Nritkg MV pour le réacteur
industriel et 0,187 + 0,033 Nifkg MV pour le réacteur de laboratoire. Les valesot
légerement plus dispersées pour le réacteur deatme. Cela peut étre di au fait que les
guantités alimentées sont plus faibles sur le e®acke plus petit et donc celles-ci sont
davantage sujettes a variation.

Les valeurs obtenues sont Iégérement inférieuregrmlement final déterminé lors du
fonctionnement en batch (200 + 0,017 Hkg MV). Nous pouvons calculer que, lors du
fonctionnement en mode semi-continu, l'avancemenkadréaction était de 91,0 % pour le
réacteur industriel et 93,5 % pour le réacteuratbedatoire. Ces valeurs élevées sont a mettre
en relation avec le temps de séjour dans les n@aoti est de 40 jours et correspond donc a
la fin des essais discontinus. A la fin (40 jouds} essais discontinus, le rendement final en
méthane est de 91 % de celui des BMP (200/220).

Réacteur industriel Réacteur de laboratoire

0,30 - 0,30 -
0,25 - 0,25 A
0,20 0,20

0,15 + 0,15 -
0,10 ~ 0,10 -
0,05 - 0,05 4
0,00 - 0,00 4

8 14 18 22 28 32 36 42 46 50 56 60 64 18 21 35 39 42 46 49 53 56 60 63
Temps (jours) Temps (jours)

Figure 39.Rendements en méthane en fonctionnement semi-aattinéacteur industriel et du réacteur pilote
de laboratoire.

4.2.2 Vitesses de production de biogaz

La Figure 40 montre les débits de méthane poudées< réacteurs fonctionnant en
semi-continu en Kfh/kg de milieu réactionnel. lls se trouvent damsnéme gamme pour les
deux réacteurs : entre 0,02 et 0,10Mkg. La valeur moyenne apres la phase de dénearrag
est de 0,0487 Nh/kg pour le réacteur industriel et de 0,0492Hkg pour le réacteur de
laboratoire. Ces valeurs sont proches. Cependasgvolutions sont légerement différentes.
Comme c'était le cas pour le fonctionnement enhhadicproduction de biogaz en deux étapes
est plus évidente dans le réacteur industriel tagde les pics sont plus prononcés pour le
réacteur de laboratoire.
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Figure 40.Débits de méthane normés en fonctionnement sentircodu réacteur industriel et du réacteur de
laboratoire

4.3 Acides Gras Volatils

4.3.1 AGV totaux

Les AGV totaux sont exprimés en équivalents DCOKgade milieu réactionnel. Les
équivalents DCO sont calculés par la somme de |® RIEé chaque AGV. La Figure 41
présente le suivi de la concentration en AGV totda)s le réacteur de laboratoire. Il y a une
augmentation de la concentration en AGV lors dedetée en charge, jusqu'a 20 g DCO/Kg.
Cela est rapidement résorbé et le systeme trouvgrgssivement un équilibre a une faible
concentration en AGV (<5 g DCO/kQ).

Le méme comportement a été observé par Schnatell. (1986) avec des ordures
meénageres. lls ont comparé deux modalités de dégeade leur réacteur : avec un inoculum
non adapté et avec un inoculum préalablement adapté&onditions et au déchet. Lorsque
I'inoculum était préalablement adapté, le pic d'’A@Ydépart était moins haut et été résorbé
plus rapidement. Le pic observé puis sa résorgifogressive est donc trés probablement di
a l'adaptation des micro-organismes meéthanogénetnbl que la concentration en AGV
monte ici a 4 fois la concentration la plus fok@aontrée en batch mésophile sans toutefois
poser de probléme d'inhibition. Dans le réactewustriel, déja adaptée, la concentration
demeure stable dés le départ a une concentratiom ®ret 10 g de DCO par kg de milieu
réactionnel. Ces concentrations sont differentesadecentrations nulles observées a la fin
des essais discontinus alors que le temps de sgsuEssais semi-continus est de 40 jours.
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Figure 41. Concentration en AGV totaux (en équivalents DCQ)damt le démarrage et le fonctionnement en
semi-continu du réacteur industriel et du réactieulaboratoire.

4.3.2 Détail des AGV

La Figure 42 présente le détail des concentratemsAGV dans le réacteur de
laboratoire. Le pic d’AGV au démarrage du réacesiressentiellement di a de l'acétate,
'AGV le plus simple. Des niveaux initiaux moyeng thutyrate et de valérate (4 et
2,5 g DCO/kg de milieu) sont résorbés au coursekpérience. Les formes ramifiées de ces
deux AGV sont quasiment absentes, mis a part uih jpiet diso-butyrate qui suit le pic
d'acétate. Un niveau élevé de propionate (autols gébCO/kg de milieu) subsiste tout au
long de l'expérience et semble diminuer lentement.

Récemment, Angelidalat al. (2006) ont observé le méme type de pic d'AGV tus
démarrage progressif de réacteurs de méthanisddoRFOM parfaitement mélangés. Au
démarrage, la concentration en acétate augmeafdement puis diminuait tout aussi vite.
Dans leurs essais, du propionate était produitégpard également mais disparaissait au bout
de 15 jours de fonctionnement.

La persistance du propionate lors du fonctionnersargemi-continu est conforme aux
observations effectuées lors des essais en modentiisu, a savoir que le propionate est le
dernier acide a étre dégradé. Il est donc le s@alrsister dans le milieu en fin de digestion.
En revanche, le propionate est le seul AGV resgdesale la difference entre le
fonctionnement stabilisé des essais semi-contird@ jaurs de temps de séjour et la fin des
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essais discontinus (40 jours). Dans notre casaitlignc un phénomene dans les fermentations
semi-continues qui limite la dégradation du propien
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Figure 42.Concentration des différents AGV (en équivalents)@endant le démarrage et le fonctionnement
en semi-continu du réacteur de laboratoire

4.4 Ammoniac

Pendant I'expérience en semi-continu, l'azote amanahest resté aussi constant et a un
niveau similaire que pendant les expériences emeddiscontinu (Figure 43). Ici encore, ce
niveau ne correspond pas a une concentration reaectomme potentiellement inhibitrice de
la digestion.
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Figure 43. Concentration en azote ammoniacal total pendasihearrage et le fonctionnement en semi-continu
du réacteur de laboratoire

4.5 Synthése

Le fonctionnement en semi-continu du nouveau réaate laboratoire a été analysé et
comparé a des données de fonctionnement en semmucaiun réacteur industriel. Les
résultats montrent quée nouveau réacteur reproduit fidelement les condibns et le
comportement en semi-continu du réacteur industriel Pour un déchet donnég, les
cinétiqgues de production de biogaz et de métharsont semblables é&s rendements de
production de méthane sont identiquegntre les deux réacteurs. L'analyse de l'accurmonlat
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des AGV ne permet d'identifier aucune différencesda fonctionnement des deux réacteurs.
Les niveaux d'ammoniac ont été stables, a desrgapeaches, dans toutes les expériences. Il
n'y a donc pas eu de différence de niveau d'inbibidbservable entre les deux réacteurs.

Un démarrage rapide du réacteur en une dizaineus gst possible. Il en résulte une
accumulation passagére d'acétate qui se résorbéisne démarrage terminé, dés que les
micro-organismes ont pu s'adapter aux conditioasi etéchet.

Le propionate, que nous avions identifié lors desais en discontinu comme le dernier
AGV a étre dégrade, est également la seule forsidu@le d'AGV en mode semi-continu
stabilisé. Le niveau final en réacteur de laboratogste relativement élevé, ce qui indique
gu'une partie de la matiere organique n'est pagect@ en méethane. Nous notons également
gue pour un méme temps de réaction (40 jours)iviean résiduel d’acides gras volatils est
plus élevé en semi-continu (prés de 5 g DCO/kgncgpalement du propionate) qu’en
discontinu (valeur quasi nulle). D’un point de yugement formel, cela pourrait signifier que
le mode de fonctionnement continu mélangé est meffisace que le mode piston (en
prenant I'hypothese que le fonctionnement discongist la transposition temporelle du mode
piston).

5 Comparaison mésophile / thermophile

5.1 Biogaz et méthane

La Figure 44 présente le suivi du biogaz, du méheinde la vitesse spécifique de
production de méthane dans des essais en modentiliscsur le réacteur de laboratoire en
conditions mésophiles (37°C) et thermophiles (55U@s cinétiques sont tres différentes
entre les deux températures. Comme nous pouviams yattendre, la digestion thermophile
est plus rapide que la digestion mésophile. Laglige est terminée en moins de 15 jours en
conditions thermophiles contre presque 30 jourscenditions meésophiles. La vitesse
spécifigue maximale atteinte est plus de deux fsigérieure dans les conditions
thermophiles : environ 8 Nif'tMV inoculum contre environ 3,5 en mésophile peedant, le
rendement final en méthane reste le méme : en@@ONNNT/tMV. La température a donc
un effet sur la cinétique de dégradation mais pasisla biodégradabilité.

La production de méthane en deux phases, obsenyrawant, est beaucoup plus
marquée lors de la digestion thermophile que lersaddigestion mésophile. Notamment, le
premier pic de production de méthane, a partir ddére organique facilement dégradable,
est beaucoup plus visible. Il semblerait donawge'température plus élevée, d'une part,
favorise la solubilisation de la fraction facilemehdégradable, d'autre part, augmente sa
vitesse de dégradation
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Figure 44.Suivi du gaz dans le réacteur de laboratoire editions mésophiles et thermophiles dans des batchs
de démarrage. A : vitesse spécifique de produd@®méthane en conditions mésophiles ; B : vitegéeifique

de production de méthane en conditions thermophi@s productions cumulées de biogaz et de métleane
conditions mésophiles ; D : productions cumuléebidgaz et de méthane en conditions thermophiles.

5.2 AGV

L'observation des concentrations en AGV dans |ssieghermophile et mésophile
(Figure 45) confirme I'hypothése précédente. Enmrégthermophile, nous observons une
production d'AGV plus rapide que dans le batch plég® ; le pic est atteint en moins de 5
jours. Cela correspond a une hydrolyse rapide dérdetion biodégradable. Les AGV
s'accumulent jusqu'a un niveau plus élevé dansatehbthermophile (16 gDCO/kg). Cela
indigue que la température plus ¢€levée accélere fdeon plus importante
I'nydrolyse/acidogenese que la méthanogenése. fomyties niveaux d'’AGV ne semblent pas
causer de probleme d'inhibition car le pic est tagsdement résorbe.

Comme pour les essais mésophiles (Figure 36), dedfAGV en thermophile est
essentiellement da a l'acétate (Figure 46). Unspmondaire de propionate, plus étalé, est
également observé. Les autres AGV sont dans desewwations négligeables. La
température ne semble donc pas avoir d'effet smatare des AGV qui s'accumulent. Ici
encore, c'est le propionate qui est le dernier am@@ étre dégradé.
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6 Essais de co-digestion

6.1 Caractéristiqgues des déchets utilisés

Des essais de co-digestion ont été menés danadteué de laboratoire en conditions
meésophiles (37°C). Les deux déchets co-digérésritai

» Des ordures ménageres résiduelles provenant du miéeraent que pour les expériences
décrites ci-dessus ;

* Du steak haché surgelé décongelé, censé imiteéchmeticarné d'abattoir.

Tableau 26.Composition biochimique des co-déchets utilisés

Déchet Steak haché OM résiduelles

MS (g/g) 34 % 58,8 %
MV/MS (g/gMS) 97,1 % 61,7 %
Protéines (g/gMV) 0,539 0,088
Lipides (g/gMV) 0,441 0,062
Glucides (g/gMV) 0,0 0,345
2 [NDF (g/gMV) 41,1 % 26,3 %
3 | ADF (g/gMV) 51,7 % 23,4 %
c | SAS (glgMV) 0,8 % 36,1 %
> [IVS (g/gMV) 6,4 % 14,2 %
DCO (gG/gMV) 1,543 1,669
BMP (m(CHJ/gMV) 533 187
Biodégradabilité 100 % 32 %

Les caractéristiques biochimiques des deux co-deécloat données dans le Tableau 26.
Le déchet carné est essentiellement composé dedip44 % de la MV) et de protéines (54 %
de la MV) et aucun glucide, ce qui est normal paler la viande. Il est composé
essentiellement des fractions les plus solublels aeatiere organique (NDF et ADF). Cette
composition élevée en matiere trés biodégradalipéddk, protéines, fractions solubles)
résulte en une biodégradabilité mesurée de 100 %.

Une premiere expérience de co-digestion a étésémtians le réacteur avec une charge
organique de 0,3 kg de MV apportée par les dédhiegsde MV de l'inoculum. 15 % de la
MV des déchets alimentés étaient apportés parcleet€arné.

Une deuxiéme expérience de co-digestion a étéséeatlans le réacteur avec une charge
organique de 1,0 kg de MV apportée par les déc¢haide MV de l'inoculum dans le but de
simuler une surcharge. Toute la matiére organigy@lémentaire par rapport a I'expérience
précédente était apportée sous forme de déchet.chrsiagissait donc d'une surcharge en
déchet carné. 75 % de la MV des déchets alimetaenéapportés par le déchet carnée.

6.2 Biogaz et méthane

La Figure 47 présente le suivi du biogaz, du méheinde la vitesse spécifiqgue de
production de méthane lors des expériences en migdentinu mésophile de co-digestion
d'OMR et de déchets carnés, avec ou sans surckargkichet carné. En comparant ces
résultats a ceux obtenus sur des OMR seules (Fjure & C), il apparait que la cinétique

144



J. Guendouz IV. Etude du réacteur pilote de laboea

est différente. En présence de déchets carnés, pausons observer une augmentation
importante de la vitesse spécifique de productienntethane des le premier jour de la
digestion. Ensuite, la vitesse continue d'augmeateatteint des valeurs importantes aux
alentours du 10" jour, c'est a dire avant le pic observé ati"ifour sur des OMR seules.
Enfin, la production de méthane autour di™t5our a également lieu lors de la co-digestion
comme avec les OMR seules.

De plus, alors qu'en conditions de co-digestion énées (15% de la MV constituée de
viande) la production de biogaz s'arréte rapiderapras 20 jours, en conditions de surcharge
en dechet carné, la vitesse specifique de produdiéaméthane continue d'augmenter jusqu'au
25°™%jour, puis semble diminuer mais augmente & noujiesgu'a atteindre son maximum au
34°™jour. Cela montre que, bien que la matiére organ@joutée sous forme de viande soit
facilement biodégradable, le procédé semble limitéurcharge organique par le nombre de
micro-organismes et a donc besoin de plus de tgoypsabsorber toute la matiére organique.
Il finit toutefois par y parvenir et aucun signatibition n'est a signaler.

Les rendements finaux en méthane sont plus éleveégue le déchet alimenté contient
plus de viande car il s'agit d'un déchet hautenbémiégradable et il augmente donc la
biodégradabilité totale des déchets alimentés.
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Figure 47. Suivi du gaz dans le réacteur de laboratoire echka¢n conditions de co-digestion d'OMR et de
déchets carnés. A : vitesse spécifique de produdiiométhane en co-digestion normale ; B : vitepgeifique

de production de méthane en co-digestion avec atgeren déchet carné ; C : productions cumulédsodmz

et de méthane en co-digestion normale ; D : préalietcumulées de biogaz et de méthane en co-digesstiec
surcharge en déchet carné.
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6.3 AGV

Lors de la surcharge en déchet carné, nous obseas production tres importante
d'AGV dés le début de la réaction : jusqu'a 30 @OIKQ de milieu réactionnel (Figure 48).
Ces AGV ne semblent pas générer d'inhibition, niralentissement de la réaction (nous
avons vu que les vitesses spécifiques de produdiométhane sont du méme ordre, voire
supérieures qu'avec des OMR seules). lls sont dégratalement mais cela prend 50 jours
contre les 25 jours nécessaires pour la co-digestims surcharge. Cela est di a la quantité
importante de matiére organique facilement hydseds. Nous remarquons aussi qu'il
semble y avoir une deuxiéme phase de productioGd'peu avant le 30°°jour. Pour la co-
digestion sans surcharge, le pic d'AGV n'est pas plevé que celui observé lors de la
digestion mésophile OMR seules (Figure 45) : emviro g d'équivalent DCO/kg de milieu
réactionnel.

En ce qui concerne le détail des AGV (Figure 4@pddle cas d'une co-digestion avec
un produit carné sans surcharge les profils deymtimh sont similaires a ceux de la digestion
d'OMR seules : un pic principal composé essentiedlg d'acétate est suivi de pres par un pic
de propionate moins élevé et plus étalé dans Ipderdoa seule différence notable est la
présence d'un peugb-butyrate en début de digestion.

En revanche, lors de la co-digestion en surchaeg#gédhet carné, il y a une production
importante, des le départ, de tous les AGV sad-Valérate. Les deux AGV principaux sont
'acétate comme d'habitude etd-utyrate. La présence de fortes concentratiorso-d’
butyrate peut paraitre surprenante car cette f@sh@abituellement minoritaire par rapport a
la forme non ramifiée. Cependant, il a été montré lka forme ramifiéeigo-) prévaut sur la
forme non ramifiée en conditions de stress (Nozikewa et al, 2000). De plus, iBo-
butyrate est formé a partir de la valine (Allisd®,78) qui est un acide aminé, et qui est donc
retrouvé dans les protéines qui ont été apporté@sdamment ici par la viande.

L'iso-butyrate est 'AGV qui est consommé en premierpgbtement transformé en
n-butyrate (Matthies et Schink, 1992), puisibutyrate disparait peu de temps apres. Ensuite
le valérate et l'acétate sont dégradés en mémestdemfin, ce n'est que lorsque l'acétate a
completement disparu, que la dégradation du prepeodébute. Cela dit, elle se fait tres
rapidement.

Notons enfin, que dans tous les cas que nous awbssrves, la dégradation du
propionate ne se faisait que lorsque l'acétatd at@ipresque totalement consommé. Cela est
tres marqué dans le cas de la surcharge en déuinét €t est en accord avec les observations
de la bibliographiedf. I. 3.4).

En résumé, ces essais de co-digestion en présenceathets carnés (simulant des
déchets d'abattoirs) indiquent que c'est surtaatlimulation transitoire d'acides organiques
qui peut constituer un obstacle a la dégradatioa itype de déchets est en effet tres
rapidement hydrolysé et les concentrations en AG¥rmues en mode discontinu atteignent
des valeurs élevées (pres de 30 g DCO/kg de milieén) revanche, dans les conditions
utilisées, nous n‘avons pas mis en évidence deoptemes d'inhibition, ni par les acides gras
volatils, ni par I'ammoniac apporté par les déclemés. Il est clair cependant qu'en
fonctionnement continu, les niveaux d'ammoniac miteseront bien plus élevés que ceux
gue nous avons dans un seul essai en discontinu.
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déchet carné.
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Figure 49. Concentration des différents AGV (en équivalents@)@endant le fonctionnement en batch du
réacteur de laboratoire en conditions de co-digestvec un déchet carné et de co-digestion avesuncharge
en déchet carné.

7 Synthese

Un nouveau réacteur de laboratoire a été dévelamé, d'un systéeme d'agitation qui
permet d'effectuer des préléevements représentitifsontenu du réacteur. Dans le méme
temps, l'agitation est suffisamment délicate poerpas perturber les équilibres physico-
chimiques par rapport au fonctionnement habituslrdacteurs industriels.

Certains défauts sur ce réacteur sont toutefoigraler. Notamment, nous n‘avons pas
été en mesure de mettre au point un systéme devprdént et de soutirage qui permette de
soutirer des quantités importantes, représentateteshiomogenes d'échantillon tout en
garantissant une parfaite étanchéité au gaz. Uix diionposait donc entre la qualité du
prélevement/soutirage et le risque d'une entrée idiportante dans le réacteur. La mise au
point d'un systéme de soutirage adéquat constituerihcipale voie d'amélioration de ce
prototype. La difficulté réside dans le fait que degestat a sous-tirer est difficilement
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pompable, il est hétérogéne et n'est ni totalentigotde, ni totalement solide. De plus,
compte tenu des faibles dimensions du réacteue twgation de volume mort est a proscrire.

Les données expérimentales de production de bieyjade méthane ainsi que de
concentrations en AGV et en ammoniac sont trés eoalfes entre ce réacteur de laboratoire
et un réacteur de taille industrielle, pour un @¢adonné en fonctionnement en batch ou en
semi-continuLe nouveau réacteur de laboratoire mime donc trésibn les conditions et le
comportement d'un réacteur industriel. Il permet donc de reproduire les conditions réelle
a echelle réduite et est donc plus facile a utilise

Au cours de cette comparaison, nous avons égaleshsetvé quéhydrolyse n'était
pas la seule étape limitante de la méthanisation achets solidesCela donne lieu, dans
notre cas, a unaccumulation transitoire d'AGV, essentiellement de l'acétate puis du
propionate.Le propionate ne se dégrade qu'une fois l'acétatergsque completement
consommeé Dans des expériences de type BMP, le suivi de¥ AGurait pas pu étre réalisé
car ces réacteurs sont trop petits pour pouvolise¥ades prélévements réguliers. D'autres, de
plus grande taille, ne peuvent fonctionner qu'emdimns de digestion humide. Ces
expériences n'auraient pas pu étre réalisées sauwe réacteur que celui que nous avons
utilisé. Les tests BMP, dont le but est de créexr cenditions idéales, ont des rendements
supérieurs a ceux obtenus dans le réacteur inelusti dans le nouveau réacteur de
laboratoireUn broyage plus fin du déchet aboutit a un rendemdren méthane plus élevé
Il n'est donc pas judicieux de réaliser des étusledaboratoire sur des déchets broyés
beaucoup plus finement gu'en pratigue en conditindastrielles. Or, nombre de réacteurs
employés au laboratoire nécessitent un broyagealds déchets pour pouvoir fonctionner,
compte tenu de leur systeme d'agitatibe.nouveau réacteur de laboratoire permet de
pallier ce probléme

Nous avons également observé tpueroduction de méthane se fait en deux phases
au moins correspondant tres probablement a deux compartimerst dans la matiere
organique : l'un facilement dégradable et l'autre dfficilement dégradable. Le
compartiment difficilement dégradable semble devoirsa résistance en partie a sa
structure physique car le broyage le rend plus dégradable. Les dbazgs de production de
biogaz sont plus marquées dans le réacteur industrilorsque les micro-organismes sont
adaptés aux conditions et au déchet.

Une adaptation des micro-organismes aux conditiongt au déchet permet un
démarrage plus prompt de la méthanisation ainsi quine cinétique plus rapide. Le
rendement final en méthane demeure cependant inchgé. Dans les tests BMP, lorsqu'on
utilise un inoculum non adapté spécifiquement aghdg a traiter, nous observons une
cinétique qui reflete ce manque d'adaptation. 8sremuhaitons tirer des informations sur les
cinétiques des tests BMP, alors il faudra réalises ajouts de déchet en série. Cela n'est pas
tres pratigue avec un déchet réel dans un réadeMP. Il s'agit donc d'un intérét
supplémentaire du nouveau réacteur de laboratoire

Ce réacteur nous a permis de comparer les conslitt@sophiles et thermophiles pour
la digestion séche d'OMR. Le réacteur s'est rétrék pratique d'emploi pour cette étude.
Nous avons observé quia température thermophile accélere la cinétique dela
méthanisation mais aboutit au méme rendement finalen méthane En conditions
thermophiles la production de méthane en deux phaseé beaucoup plus marquée. Il
semblerait donc quhe température plus élevée, d'une part, favorisealsolubilisation de
la fraction facilement biodégradable et, d'autre pat, augmente sa vitesse de
dégradation. Dans la méthanisation thermophile, plus d'AGV sontproduits plus
rapidement lors de leur accumulation transitoire endébut de fermentation Cependant,
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leur dégradation est également plus rapide et élssemblent pas poser de problemes
d'inhibition. La répartition entre acétate et poopate des AGV s'accumulant reste toutefois la
méme entre les conditions mésophile et thermopbé@s les deux cas, c'est le propionate qui
est le dernier composé dégrade.

Nous avons également étudié le comportement déaoteur en co-digestion de déchets
carnés avec des OMR. Il a été observeé lgagproduits carnés, composés de lipides et de
protéines, sont trés facilement biodégradables etugmentent donc le rendement en
méthane du mélange de déchetdls sont également rapidement hydrolysables. Diss
conditions de charge organique totale normalesl®& de la charge sont apportés par le
déchet carné, I'accumulation d'AGV est semblabéelle de la digestion OMR seules. En
revanche,en conditions de surcharge organigque, ou la chargsupplémentaire est
apportée sous forme de déchet carné, il y a une sréorte accumulation de tous les AGV
de l'acétate au valérate Cette accumulation est durable, ce qui signifie lpur dégradation
est compensée par une production constante, sarne tiée aux processus plus lents de
dégradation des graisses en AGV.

Toutefois, ces AGV ne causent pas de blocage daéthanisation mais le temps
nécessaire pour les consommer est double par tagpoune charge normale. En
fonctionnement en semi-continu, cela aurait put vpgoier de graves problémes
d'accumulation jusqu'a une inhibition de la métkatibn. Cela montre intérét de
caractériser les déchets entrants d'une part, et dsuivre la concentration en différents
AGV pendant la méthanisation d'autre part. Ainsi, des problemes de surcharge en
certains déchets spécifiques pourraient étre évitési détectés.

8 Conclusion

Nous avons développé un nouveau réacteur de laieratfin d'étudier la digestion
seche en conditions proches des conditions indllssiréelles, ce qui n'est pas réalisable
dans les réacteurs de laboratoire classiques oulgmrtests BMP. Ce réacteur reproduit
fidélement les conditions et le comportement destetirs industriels. Il est donc un outil
adapté pour I'étude de la méthanisation par vaieesau laboratoire.

Le réacteur a montré son utilité et son efficaaibécours d'études sur l'influence des
conditions thermophiles et mésophiles et sur ligrfice de la co-digestion avec des déchets
carnés. Ces études ont permis de vérifier ou deudéic que :

» La digestion par voie seche semble se dérouleear phases correspondant a deux
compartiments dans la matiére organique: facilémes difficilement
biodégradable. L'existence de ces deux compartsresttétudiée dans le chapitre
et leur role dans I'hydrolyse sera étudiée au tteeyi. L'influence du broyage et de
la température sur ces phénomeénes ont été misidenée lors des essais sur le
réacteur.

* L'hydrolyse n'est pas la seule étape limitante dengdigestion seche. Des
mécanismes de production et de consommation d'A@Nem a une accumulation
transitoire. En fonctionnement normal, seuls laieeet le propionate s'accumulent
et le propionate est difficilement dégradé en présed'acétate. Ces observations
montrent l'intérét de suivre la concentration erffédents AGV lors de la
meéthanisation et cela sera appliqué lors de I'étledephénoménes d'inhibition par
'ammoniac.
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» L'intérét de caractériser la composition des déchétisés peut permettre d'éviter
des problemes comme, par exemple, une surcharg@ggre organique facilement
biodégradable.

Dans la suite de notre travail, ce réacteur de rédbwe servira de source pour
I'échantillonnage de digestat réel tout au longnel'wpération de méthanisation. Ces
échantillons permettront, d'une part, d'évaluer fdgsabilit¢ de dosages de Iactivité
enzymatique hydrolytique dans des conditions réeltautre part, de suivre ces activités
pendant une fermentation en mode discontinu afirmileux connaitre la dynamique de
production d'activité hydrolytique au cours de léthanisation.

Le réacteur servira enfin a étudier l'influencgadits d'ammoniac dans une opération de
méthanisation semi-continue en conditions réeléesale seche. Cela n‘aurait pas été possible
dans un réacteur de laboratoire classique quipredait pas les conditions réelles, et n‘aurait
pas été réalisable dans un réacteur industriel cedat aurait demandé des quantités
d'ammoniac a ajouter trop importantes. De plugr gllsqu'a l'inhibition totale d'un réacteur
industriel n'est pas souhaitable car cela générdes quantités conséquentes de digestat a
éliminer.
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CHAPITRE V. INHIBITION PAR L 'AZOTE
AMMONIACAL

Rien ne peut ctre auggi Généfigue a la santé humaine et augmenter Ces
chances de survie de a vie sur terre gue d'opter pour une dicte végétarienne.
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V. INHIBITION PAR L'AZOTE AMMONIACAL

1 Introduction

1.1 Objectifs de I'étude

Comme nous l'avons vief( I. 3.6.3), un des principaux problemes rencontrés tans
meéthanisation des déchets solides est l'inhibigan I'ammoniac. Paradoxalement, peu de
données sont disponibles sur ce phénoméne, suldogtle cas de la digestion séche et dans
les conditions réelles. L'étude bibliographique tr®nd'importantes dissensions sur les
mécanismes mis en jeu, ainsi qu'une forte vartabiles concentrations d'ammoniac
identifiées comme causant une inhibition partieligotale. De plus, les observations faites en
laboratoire sont éloignées de celles faites par dpérateurs d'unités industrielles de
méthanisation.

Nous avons donc entrepris, dans cette étude, it détrecherche sur les particularités
eventuelles de la voie séche vis-a-vis de l'intwbifpar 'ammoniac. Pour cela, nous avons
étudié l'effet de différentes concentrations en amac sur l'activité méthanogene a
différentes concentrations de matiere seche (M8htatle la voie humide a la voie séche. La
teneur en eau (et plus précisément la teneur enestR)onc un des paramétres de notre étude.

Comme nous l'avons vu précédemment, l'inhibitionl’aanmoniac est étroitement liée
au pH. En effet, d'une part, une inhibition plustdode la méthanogenése par rapport a
l'acidogenése/acétogenese peut provoquer une alaionud’AGV qui entrainera une chute
du pH, dautre part, un pH plus élevé favorise tappndérance de la forme libre de
I'ammoniac (NH) qui est plus inhibitrice que I'on ammonium (WM La variation du pH
peut expliquer en partie la grande diversité decentrations en ammoniac inhibitrices
(exprimées en azote ammoniacal totaln ). Pour ces raisons, nous avons étudié I'effet du
pH conjointement a ceux des concentrations en ananehen MS.

Une hausse de température déplace également ibegudhimique en faveur de la
forme libre de l'ammoniac. De plus, des opératatitmités industrielles ont observé
empiriqguement que l'inhibition par 'ammoniac patn@re jugulée par I'abaissement de la
température de 55°C a 45°C. Pour ces raisons, awanss étudié l'effet de variations
modérées de température conjointement a ceux deemations en ammoniac et en MS,
ainsi que du pH.

Dans un premier temps, nous avons réalisé uneiealetests classiques de laboratoire
afin de déterminer des surfaces de réponse de/it@anéthanogéne vis a vis de ces quatre
facteurs. Dans un second temps, nous avons réglesé@xpérience dans le nouveau réacteur
de laboratoire afin de confronter les résultatseobs en fiole a des résultats dans des
conditions réelles de méthanisation.

1.2 Organisation de I'étude

1.2.1 Tests réalisés

Des expériences de deux types ont été realisées.ptamieres sont des mesures
d'activité méthanogenef(Il. 2.2) en fonction des concentrations en ammonian 1S, du
pH et de la température. D'apres la bibliograptémoniac a un effet prépondérant sur
'acétogenese et/ou la méthanogenése mais pa$hwimolyse. Nous avons donc utilisé le
glucose comme substrat. Un plan d'expérience aipexrta fois de diminuer le nombre de
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mesures a réaliser et de pouvoir calculer des cesfde répondelLa matiére séche a été
apportée en méme temps que l'inoculum par du digestl d'OMR afin de se trouver dans
des conditions plus réalistes. Ce digestat provediane fin prolongée de fermentation
discontinue et ne contenait donc plus de matiegaroque biodégradable sur I'échelle de
temps de I'expérience.

La seconde expérience a été menée sur le réaaelabdratoire en fonctionnement
semi-continu en conditions thermophiles. Aprés rBpe de séjour d'alimentation normale
(cf.1V.4.1), la concentration en ammoniac a été augmemtiggessivement dans le réacteur,
tandis que les alimentations en OMR étaient mairge@u niveau normal. L'augmentation de
la concentration en ammoniac était suffisammenideagour qu'il n'y ait pas d'effet
d'adaptation des micro-organismes. Cette expérigpex@net de déterminer I'effet de
lammoniac dans des conditions réelles de méthamsandustrielle. Les principales
différences avec l'expérience en fioles sont qumilieu réactionnel n'est pas tamponné et que
le substrat est constitué d'OMR réelles et nonldeoge. Cette expérience permettra en plus
d'effectuer un suivi du contenu du réacteur podoser les AGV, I'ammoniac et le pH.

La détermination des surfaces de réponse a partiregpérience en fiole permet de
calculer une activité méthanogéne attendue pourcdeditions de température, pH, MS et
Nammo dOnnées, a condition qu'elles se trouvent ensebgnes du domaine étudié. Nous
pourrons donc comparer les valeurs prédites ascedldlement observées dans le réacteur.

1.2.2 Plan d'expérience et modele mathématique

Nous désirons étudier l'influence de 4 facteurgpeihdants sur l'activité méthanogene.
Il nous faut réaliser des expériences avec plua migeaux pour ces facteurs car la réponse a
ces facteurs n'est pas forcément linéaire. Si nmusions tester 3 niveaux pour chaque
facteur, cela ferait®3= 81 essais a réaliser. Compte tenu des contsaietiniques, nous ne
pouvons réaliser que 8 essais a la fois. Chaqie déssais prend au moins 15 jours ce qui
fait un total de plus de 150 jours pour réalisetolalité des essais. D'un c6té, ce temps est
long mais d'un autre c6té, se limiter a 3 niveabiresatisfaisant pour certains des parametres
(concentration en ammoniac et pH). C'est pourqumisnavons fait appel a un plan
d'expérience.

L'objectif des plans d'expériences est de choisimeeux les expériences a réaliser pour
découvrir les regles d'évolution d'une grandeunté’ét en fonction de variables opératoires.
Ces régles se traduisent le plus souvent par uneufe mathématique ou par des consignes
d'utilisation. Les formules trouvées sont essdetigént pratiques, c'est-a-dire qu'elles
donnent une représentation mathématique approan@d@&homene dans une région limitée
de I'espace expérimental (Goupy, 1990).

Cette fonction algébrique peut étre représentées dem espace géometrique. Nous
choisirons un repére cartésien ; nous attribuel@msemier axe a une variable ¥e second
axe a x et len®"axe a x. L'espace ainsi défini est appelé I'espace exeétimh Pour réaliser
une expérience, il faut fixer chacune des variablase valeur précise. L'expérience est alors
représentée par un point dans l'espace expérimeéntatiste différents plans d'expérience
caractérisés par différentes formes de répartitles points expérimentaux dans l'espace
expérimental.

La méthode de surface de réponse consiste a construire une expression approchée de la fonction
de réponse a partir d'un nombre limité d’évaluations de la “vraie” fonction en fonction de facteurs
multiples.
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Doehlert a proposé une répartition uniforme desitgoexpérimentaux dans l'espace
expérimental (Doehlert, 1970). Nous en donnons illostration pour 1, 2 et 3 facteurs
(Figure 50). Pour 4 facteurs, la représentationelie n'est pas possible. Tous les points sont
a la méme distance du centre du domaine expériindtdar deux variables, le plan de
Doehlert consiste en un point central et six pdintsiant un hexagone régulier disposé sur le
cercle trigopnométrique (Araujo et Brereton, 1996)us observons que le nombre de niveaux
n'‘est pas le méme pour toutes les variables. Dandan de Doehlert a deux variables, par
exemple, une variable est étudiée a 5 niveaux sagde l'autre est étudiée a 3 niveaux
(Figure 50). Cette propriété permet de choisir gjfi@tteurs assigner a un grand ou un petit
nombre de niveaux (Ferreigd al, 2004). La matrice d'expériences est construitprenant
les coordonnées de chaque point. Le Tableau 27edesrcoordonnées centrées réduites de la
matrice de Doehlert pour 4 facteurs. Elle correspar2l points régulierement répartis sur
I'hypersphere a quatre dimensions de rayon unité.

Figure 50.Répartition des points expérimentaux dans I'esgad@oehlert pour 1, 2 et 3 facteurs

Tableau 27.Coordonnées centrées réduites de la matrice del&@bpbur 4 facteurs

N° de l'essa Facteur 1 Facteur 2 Facteur 2 Facteur 4

1 0 0 0 0
2 -1 0 0 0
3 1 0 0 0
4 -1/2 3/2 0 0
5 +1/2 4312 0 0
6 -1/2 +3/2 0 0
7 +1/2 +w3/2 0 0
8 -1/2 -1/23 ~2/3 0
9 0 +1A3 ~2/3 0
10 +1/2 -1/2/3 ~2/3 0
11 -1/2 +1/2/3 +2/3 0
12 0 -1A3 +2/3 0
13 +1/2 1/2/3 +2/3 0
14 -1/2 -1/23  -1N24 ~5/8
15 0 +143 -IN24 ~5/8
16 0 0 \3/8 ~5/8
17 1/2 -1/23 -IN24 ~5/8
18 -1/2 1/2/3 1N24 \5/8
19 0 -143 124 \5/8
20 0 0 \'3/8 \5/8
21 1/2 1/2/3 1N24 \5/8
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Les avantages de la matrice de Doehlert sont gueltessite moins d'expériences,
lesquelles sont plus efficaces et peuvent étreadépbk dans I'espace expérimental (Feratira
al., 2003). Des points obtenus dans des études préeddeeuvent étre incorporés au modele.
Elle permet de déduire des surfaces de réponsdoguient plus d'information et de meilleure
gualité que les modéles du premier ordre.

Le modele mathématique utilisé pour interpréteréssiltats et construire la surface de
réponse est un polyndbme du second degré. Le polndmar 4 facteurs est présenté ci-
dessous. Il prend en compte les effets indépendiastsacteurs ¢x xo, X3, X4), les effets des
facteurs au carré (%X x2, X2, X42) et les interactions entre les facteursx{xxixs, X1X4, XoX3,
XoXa, X3X4). |l peut donc rendre compte de phénomenes nodailies. Le modéle
mathématique est obtenu & partir d'une régresisiéaite multiple sur les résultats obtenus.

y =K+ ax;+ aXs+ &Xs + aXa + &.1X1% + @ X2 + &.aX? + &aX? + aXiXo + & XX
+ & X1Xg T B FKoX3 T S XoXg + 8.4X3Xg

Le Tableau 28 liste les essais réalisés dans eapérience. Nous avons testé plus de
niveaux pour I'ammoniac car c'est le facteur quisnmtéresse le plus et qui est suspecté
d'avoir le plus d'influence. Il en est de méme pleupH. Il est techniquement difficile de
tester de nombreux niveaux de température (une ssgeinte thermorégulée a disposition).
Nous n'avons donc testé que 3 niveaux de tempéraDes réplicats ont été réalisés sur
certains points, surtout les points centraux, andéterminer les qualités statistiques du
modele mathématique. Idéalement, les essais dodétemtréalisés dans un ordre aléatoire.
Cependant, nous avons dd grouper les essais pgétature en raison de considérations
techniques.

Tableau 28.Matrice des essais réalisés

Nammo (Mg VIS

o . : : o Nombre de
N° de I'essai d N_/I_(g de pH (%) T (°C) répétitions
milieu)

1
(point central) 3081 8,20 20,0 55 11
2 3832 8,20 35,0 55 1
3 2270 8,20 50 55 1
4 4547 8,20 27,5 55 1
5 2193 8,20 125 55 1
6 2425 8,20 27,5 55 1
7 3158 8,20 125 55 1
8 3840 9,10 27,5 55 1
9 2514 7,30 12,5 55 1
10 3132 7,30 27,5 55 1
11 3595 7,30 20,0 55 1
12 2836 9,10 125 55 1
13 2566 9,10 20,0 55 1
14 3840 8,42 27,5 65 1
15 2514 798 125 45 3
16 3132 8,42 27,5 45 1
17 3595 7,98 20,0 45 1
18 3081 8,87 20,0 45 1
19 2836 8,42 12,5 65 3
20 2566 8,42 20,0 65 1
21 3081 7,53 20,0 65 1

156



J. Guendouz V. Inhibition par I'azote ammoniacal

2 Effet de 'ammoniac sur l'activité méthanogene (t  ests en
fiole)

2.1 Introduction

Les activités méthanogenes ont été déterminées kefotocole décrit dans le chapitre
Matériel et Méthodes, a l'aide d'un lissage darnediiel R, dans les conditions décrites par
le plan d'expérience ci-dessus. Un exemple de termdéation de la vitesse maximale est
donné a la Figure 51. Le substrat organique utgélu glucose.

A l'aide du logiciel MODDE, qui a d'abord servi @&tefminer la matrice du plan
d'expérience, les résultats obtenus ont été amaliigémodele mathématique a été calculé et
les surfaces de réponse ont été générées. Laéyatdiistique du modéle a été analysée au
préalable. Puis, les effets indépendants ainsi lgaeinteractions des quatre parametres
(température, MS, pH, dNmg9 ont été examinés. Les résultats — et les maniéeeses
présenter — apportant le plus d'information soésg@ntés ici.

Les quatre paramétres de notre étude sont appklégedrs”. La valeur mesurée,
l'activité méthanogene, est appelée "réponse”. édteexprimée en g de DCO dégradée par
jour et par g de MV dans l'inoculum (g DCO/j/g Mdr).

!

1

DCO/gMVinoc
0.00 o5 0.10 0.15 0.20
\

1

1

1 1

deriv ée
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1
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a0y
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Figure 51.Exemple de courbe de DCO dégradée en fonctionrdpgdjours) lissée et de détermination de
I'activité maximale par calcul de la dérivée enctmm du temps de la DCO dégradée en fonction ahpse
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2.2 Qualité statistique du modele mathématique

Les écarts-types des points réalisés en plusiépleats sont donnés par le Tableau 29.

Tableau 29.Moyennes et écarts-types des points réalisés siephs réplicats

N° de l'essai Activité méthgnogéne moyenne Ecqrt-typg
(gDCOlj/gMVinaoc) (gDCOlj/lgMVinoc)

1 (point central) 0,0066 0,00105

15 0,0103 0,00309

19 0,0048 0,00124

La qualité du modele statistique peut étre dégatetrois valeurs principales : le R?, le
Q2 et la reproductibilité. Le R2 exprime la représgivité. C'est le pourcentage de variation
de la réponse que le modeéle peut expliquer. LeuRgsme la justesse du modele. Le Q2
exprime la prédictibilité. C'est le pourcentagelal@ariation de la réponse que le modéle est
capable de prédire. Le Q2 sous-estime la justasseatiele. La reproductibilité représente la
variation de la réponse dans des conditions ideesiccomparée a la variation totale de la
réponse. Elle est calculée sur la répétition destpoentraux de la matrice.

Nous pouvons observer que les trois criteres dét@uhu modéle mathématique sont
proches de 1 (Figure 52). Les expériences réals@dsdonc bien reproductibles et le modele
calculé représente bien la réalité, dans les dondide I'expérience.

1 -_ -

0,8

0,6

04 1

0,2

Reproductibilité

Figure 52.Données statistiques sur la qualité du modéle matigue

2.3 Effets bruts des parametres

Le Tableau 30 présente les effets des facteunstertactions de facteurs. Il s'agit des
valeurs que prennent les coefficientglans I'équation du modeéle mathématique. Le facteur
d'interaction MSxMS a été exclu du modele car ditwn effet non significatif (intervalle de
confiance supérieur a sa valeur).

La Figure 53 présente ces effets graphiquememnnoae d'importance. Nous observons
gue les trois effets les plus importants sont akupH, de l'interaction de la température et de
lammoniac, et de l'ammoniac. Ces trois facteur$ om effet négatif sur I'activité
méthanogene, c'est-a-dire un effet inhibiteur. desix facteurs qui ont un effet positif
important sont l'interaction de I'ammoniac et denktiére séche et l'interaction du pH et de la
matiere seche. Il est difficile d'interpréter leffets de cette maniere. Il faut surtout les
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considérer comme les facteurs de I'équation etpréter plus globalement a partir des
surfaces de réponse et des courbes que nous pauaosisa partir de cette équation.

Tableau 30.Liste des effets des facteurs sur la réponse #tivéthanogene

Intervalle de
FEEElE EIE confiance a 95%
pH -0,0222 +0,0025
Nammo*T -0,0196 +0,0074
Nammo -0,0191 +0,0033
Nammo*MS 0,0150 + 0,0062
pH*MS 0,0140 +0,0052
MS*T -0,0139 +0,0076
T -0,0114 +0,0028
MS -0,0101 +0,0041
T -0,0063 +0,0025
pH*T -0,0062 +0,0062
Nammo*pH 0,0057 +0,0039
Nammo*Nammo 0,0045 + 0,0033
pH*pH 0,0041 +0,0031
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Figure 53. Effets des facteurs sur la réponse activité méthpame, classés par importance

2.4 Effets conjoints de l'ammoniac et du pH pour tr ois MS
différents

Le premier but de cette expérience est de savolesiphénomenes observés en
conditions de digestion humide peuvent étre extémpa la digestion séche. En outre, nous
savons, d'apres la bibliographie, que c'est I'anmeohbre qui est le plus inhibiteur. La
concentration en ammoniac libre augmente soit l@dg concentration en ammoniac total
augmente, soit lorsque le pH augmente, principaténdous avons donc représenté, sur la
Figure 54, l'activité méthanogéne en fonction dmithoniac et du pH pour trois valeurs de
MS : 5 % (voie humide), 30 % (voie seche) et 17,6/&teur médiane).

Nous pouvons observer que l'activité méthanogemainde en fonction de la
concentration en ammoniac et du pH. Cela indiquedgst la forme libre de 'ammoniac qui
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est la forme la plus inhibitrice. En effet, lorsqlee pH augmente, c'est cette forme qui
prédomine.

Ce phénomeéne est le méme en voie humide et en ségbe. Les mécanismes
découverts lors d'études fondamentales en voiedaisgmblent donc valables pour la voie
séche. Cependant, en voie séche, pour les corglifes moins inhibitrices de I'étude
(2 200 mgN/kg ; pH 7,3), l'activité méthanogéne @sis faible qu'en voie humide : 0,021
contre 0,055 gDCO/j/gMVinoc respectivement. L'atéivméthanogéne maximale est donc
moins élevée en voie seche. La surface de réparsapport au pH et a 'ammoniac est plus
écrasée. La diminution de l'activité méthanogéndoaction du pH et de I'ammoniac est
moins marquée en voie seche. Les valeurs numéragiesncentrations inhibitrices et de leur
effet sur l'activité méthanogéne ne sont donc pasagolables depuis des études en voie
humide vers des applications en voie seche.

Notons que, pour la valeur extréme inférieure de (880), aux valeurs extrémes
supérieures de pH et d'ammoniac (9,0 et 3800 mg/kgtivité méthanogéne calculée par le
modéle mathématique prend des valeurs négativéa.eSedl au fait qu'avec la matrice de
Doehlert, l'incertitude est élevée aux extrémed'@ade. Pour pallier ces incertitudes, des
points expérimentaux ont été ajoutés aux extrémfésieéurs et supérieurs d'ammoniac et de
MS pour I'extréme inférieur de pH. Mais le tempsnanqué pour réaliser des points a
I'extréme supérieur de pH, qui concerne ce probldenealeurs négatives.
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Figure 54.Surface de réponse : Activité méthanogene en famctu pH et de I'azote ammoniacal. A: a 5 % de
MS;B:417,5% de MS; C:a 30 % de MS.
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2.5 Effet de la température

La Figure 55 présente l'activité méthanogene entifmm de la température, pour trois
concentrations en ammoniac différentes : la pliddale I'étude, la plus élevée et la valeur
moyenne. Les autres facteurs sont a leur valeurenm®; Pour les deux concentrations en
ammoniac les plus faibles (2 190 et 3 020 mgN/ikg),a un optimum de température autour
de 55°C. En ravanche, lorsque la concentration mmaniac atteint des valeurs élevées
(3840 mgN/kg), il est clair qu'une températureéiigfure a 55°C permet une activité
meéthanogene plus élevée. Ces observations confirfmien celles effectuées a I'échelle
industrielle : en cas d'inhibition par une fortencentration en ammoniac, une diminution de
la température de 55 a 45°C permet de lever litibib

0, 0100

0, 0080

0, 0060

0, 0040

0, 0020

0, 0000]

-0, 0020

Activité méthanogéne (gDCO/j/gMVinoc)

Nammo = 2190 mgN/kg Nammo = 3020 mgN/kg

-0, 0040

44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66

Température (T) Température (T)

0, 010

0, 000

-0, 010

-0, 020

Activité méthanogéne (gDCOJj/gMVinoc)

Namme = 3840 mgN/kg

44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66
Température (T)

Figure 55.Activité méthanogene en fonction de la tempérgpang trois concentrations en azote ammoniacal
total. MS = 17,8 % ; pH = 8,2. Intervalle : intelleade confiance a 95 %.

2.6 Analyse des interactions entre les facteurs

2.6.1 Azote ammoniacal et pH

La Figure 56 montre qu'un pH plus élevé renforiodibition par I'ammoniac. Cela est
did au déplacement de I'équilibre vers la formeelible I'ammoniac, et conforte donc
I'hypothese selon laquelle c'est cette forme duiegslus inhibitrice.
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Figure 56.Interaction entre le pH et la concentration en@zwhmoniacal. Activité méthanogene en fonction de
la concentration en ammoniac pour les deux pH B2 MS = 17,8 % ; T = 55°C

2.6.2 Azote ammoniacal et température

La Figure 57 montre l'interaction entre la tempé&iet la concentration en ammoniac
total. Pour les concentrations faibles en ammonadtempérature provoque l'effet observé
habituellement : un optimum aux alentours de 53@.revanche, pour les concentrations
élevées en ammoniac, ['élévation de la températmmedela de 55°C fait chuter
considérablement l'activité méthanogene tandisngudiminution de la température permet
d'augmenter l'activitté méthanogene. Ici encore,snpauvons émettre I'hypothése selon
laquelle la baisse de température déplace I'éqeilile I'ammoniac vers la formation d'ion
ammonium, ce qui peut contribuer a atténuer l'ittiloi par la forme libre.

0, 020

0. 010 * N, =2190

- Nammo .

ammo ~ 3840

0, 000

-0, 010

Activité méthanogéne (gDCO/j/lgMVinoc)
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Figure 57. Interaction entre la température et la concentmagio azote ammoniacal. Activité méthanogéne en
fonction de la température pour les deux conceatrsten ammoniac extrémes. MS =17,8 % ; pH = 8,2

2.6.3 Matiere Seche et azote ammoniacal

Comme le montre la Figure 58, en digestion par \s#iehe (30 % MS), l'activité
méthanogene semble plus faible qu'en digestiowgiarhumide (5 % MS). Cela peut étre di
au fait que l'activité méthanogéne est exprimée rpgport a la quantité de MV dans
I'inoculum, et que dans notre expérience l'inocuégnapporté en méme temps que la matiére
servant a ajuster la matiere seche, sous formeagestdt (a forte teneur en MS, nous serions
donc en excés de biomasse par rapport au subdtisgyait donc intéressant de réaliser une
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expérience ou de la matiere séche serait appartéeue forme indépendante de l'inoculum,
par du sable, par exemple, ou du digestat stérilisé

Cependant, la digestion par voie séche semble mié&gister a I'ajout d'ammoniac que
la digestion par voie humide. Mais cela peut n'gtrein effet de bord di au fait que l'activité
méthanogene est déja faible & 30 % de MS et quwie donc difficlement diminuer
davantage.

0, 030

0, 020

T MS=5%
e MS =30%

0, 010 P

0, 000

Activité méthanogéne (gDCO/j/gMVinoc)

-0, 010

2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000 4200 4400 4600
N (mgN/kg)
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Figure 58. Interaction entre la matiére séche et la concéatr&n azote ammoniacal. Activité méthanogéne en
fonction de la matiére séche pour les deux conatois en MS extrémes. T =55°C ; pH = 8,2

2.6.4 Matiere Seche et pH

Les mémes observations que pour linteraction dM$aet de la concentration en
ammoniac peuvent étre faites pour l'interactionladl®S et du pH. Comme le montre la
Figure 59, en digestion par voie seche (30 % M&gtivité méthanogene semble plus faible
gu'en digestion par voie humide (5% MS). Mais gedat étre di au fait que l'activité
méthanogene est exprimée par rapport a la quaetitdV dans l'inoculum.
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Activité méthanogene (gDCO/j/lgMVinoc)
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Figure 59. Interaction entre la matiére séche et le pH. Ag&imnéthanogéne en fonction de la matiére seche pou
les deux concentrations en MS extrémes. T = 5NN, mo= 3020 mgN/kg.

2.6.5 Matiere Seche et Température

La Figure 60 montre que la digestion par voie sestmble plus affectée par les
variations de température lors d'une inhibition 8&@e" par 'ammoniac. A 5% de MS, pour
une inhibition par 3 020 mgN/kg, 55°C reste la témapure optimale. En revanche, a 30% de
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MS, une baisse de la température a 45°C permandeuwkr un peu l'inhibition, tandis qu'une
augmentation a 65°C augmente de facon crucialabition.

0,010

0, 000

-0,010

Activité méthanogéne (gDCO/j/gMVinoc)

45 50 55 60 65
Température (T)

Figure 60. Interaction entre la matiere séche et la tempiratActivitt méthanogéne en fonction de la
température pour les deux concentrations en M&mes. pH = 8,2 ; Nmo= 3020 mgN/kg

2.7 Synthese

L'étude de l'influence de quatre parametres (teeeunatiere seche, température, pH et

teneur en azote ammoniacal) permet, sur la base dtude menée au moyen d'un plan
d'expérience, de dégager les observations suivantes

Une inhibition par lI'ammoniac est observable poes doncentrations de 2200 a
3800 mgN/kg, quelles que soient les valeurs deeadiacteurs étudiés, et ce des que la
concentration en ammoniac total augmente Iégéremieedt donc possible de supposer

-----

mesurée dans nos essais en digesteurs).

L'augmentation du pH, entre 7,3 et 9,1, provoques wliminution de l'activité
méthanogene. Il est raisonnable de penser queplaagénent de I'équilibre acido-basique
vers la forme libre de I'ammoniac renforce l'intidn car cette forme est plus inhibitrice
gue la forme dissociée.

L'augmentation de la température au-dela de la éestyre optimale (environ 55°C)
diminue l'activité méthanogéne. La diminution detémpérature a 45°C entraine une
activitt. méthanogene non optimale, sauf dans le azasl y a une inhibition par
'ammoniac prononcée. Dans ce cas, la diminutiotadempérature a 45°C permet de
diminuer l'effet inhibiteur de I'ammoniac. Ces pbdenes sont particulierement marqués
en digestion séche. Précisons par ailleurs quebeéesses de température, dans les
conditions expérimentales ou elles ont été réaisée permettent pas I'établissement d'un
consortium microbien adapté. Il s'agit donc biemdffet de la température sur l'activité
d'un consortium thermophile adapté a 55°C.

En digestion par voie seche (30 % MS), l'activitétmnogéene semble plus faible qu'en
digestion par voie humide (5 % MS). Cela peut dfrewu fait que Il'activité méthanogéene
est exprimée par rapport a la quantit¢ de MV daim®culum, et que dans notre
expérience l'inoculum est apporté en méme tempslajueatiere servant a ajuster la
matiere seche, sous forme de digestat. Il serait ddéressant de réaliser une expérience
ou de la matiere séche serait apportée sous ume fimdépendante de I'inoculum, par du
sable, par exemple, ou du digestat stériliséeltrpas possible de savoir, en effet, si cette

diminution est liée a un réel effet physique (managleau, faible motilit¢ de micro-
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organismes) ou a un effet biologique associé axaasede micro-organismes en digestion
seche (limitation par le substrat).

3 Essai en réacteur pilote

3.1 Introduction

Nous avons réalisé une expérience d'ajout d'ammaiaas le nouveau réacteur de
laboratoire dans le but d'étudier I'effet de I'amrmo dans des conditions réelles de digestion
séche. Apres trois temps de séjour d'alimentatamale d'OMR, deux fois par semaine, le
réacteur était dans un état de fonctionnement ongawi stabilisé df. 0.4). C'est alors que
nous avons ajouté de l'ammoniac, sous forme deCNHors des alimentations. La
concentration en ammoniac augmentait lors de lmigre alimentation de la semaine et était
maintenue stable lors de la deuxiéme, a l'aide djont plus faible visant a compenser
seulement la quantité d'ammoniac perdue avec lérage. La concentration visée a été
augmentée de 1677 mgN/kg (concentration mesurée délout de [I'expérience) a
3 758 mgN/kg en quatre paliers de 520 mgN/kg.

Le réacteur a été suivi pendant les 60 jours d@dieence. L'azote ammoniacal, les
AGV, la DCO soluble et le pH ont été dosés. Lesipations de biogaz et de méthane ont été
suivies.

3.2 Concentration en ammoniac mesurée

La concentration en ammoniac totale mesurée seih & concentration visée et
augmente comme elle (Figure 61 A). Cependant, djargét des ajouts d'ammoniaque et des
alimentations, la concentration mesurée continwigihenter. Cela peut étre di a la
dégradation de protéines ou d'acides aminés qusies¥€ accumulés jusque la du fait de
l'inhibition par lI'ammoniac, mais nous ne pouvonas pen étre sdrs. Vu le rythme
d'augmentation de la concentration en ammoniasj gire les résultats ci-dessous, il est peu
probable que les micro-organismes aient eu le telasadapter.

3.3 Effet sur le biogaz

L'augmentation réguliére de la concentration en amat crée une inhibition flagrante
de la production de biogaz et de méthane (FigurB)6le débit de méthane décroit de fagon
réguliere. Il peut sembler sur le graphique quédkit diminue a chaque alimentation méme
lors de celles ou I'on n'augmente pas la concémtran ammoniac. Cela est da au fait que la
deuxieme alimentation de la semaine (celle ou feentration en ammoniac n‘augmente pas)
correspond a 3 jours de fonctionnement contre 4 opremiere. L'alimentation est donc
plus petite et le débit plus faible. En revanchdios ramene le débit a la quantité de MV
alimentée, le débit maximum ne décroit que lord'alegmentation de la concentration en
ammoniac et reste constant entre les deux (résultat présentés). Juste avant le dixieme
jour des données sont manquantes a cause d'une ipfonmatique.

Lorsque la concentration en ammoniac a atteint@riigN/kg, la production de biogaz
est devenue nulle. Nous avons alors arrété leeatations et les ajouts d'ammoniac. A la fin
de I'expérience une tentative de tamponner le mdiété réalisée en ajoutant du carbonate de
calcium (CaC@). Cela a provoqué une breve production de bioglagervable entre les jours
40 et 50 sur le graphique. Cependant, ce biogaterait surtout du COqui s'est dégagé
suite a l'augmentation du pH et au changement étpiilibre acido-basique entre les
carbonates et le GQ@lissouts.
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3.4 Effet sur la phase soluble

3.4.1 DCO soluble et AGV totaux

L'inhibition croissante par I'ammoniac cause ungnaentation de la concentration en
DCO soluble dans le réacteur de 8 a 30 g/kg (FiglreC). Cette augmentation de DCO
soluble est essentiellement due a une augmentdgola concentration en AGV de 5 a
20 g DCO/Kkg. L'ammoniac inhibe donc la méthanogeneés qui crée une accumulation des
AGV qui continuent d'étre produits par I'hydrolystd'acidogenese. Dans le cas de l'inhibition
par 'ammoniac, il est vraiment clair que ce nfgsd I'hydrolyse qui est la phase limitante.
Comme nous l'avons vu plus haut, la concentrattoaremoniac continue d'augmenter apres
l'arrét des alimentations. Il en est de méme p@WCO soluble (de 30 a 35 g/kg), ainsi que,
pendant un certain temps, les AGV (de 20 a 23 g RGO Cela pourrait étre di a une
hydrolyse, des protéines notamment, qui, ellet pas tout a fait inhibée et continue a se
dérouler en arriére plan. Il en résulte une accatiori d'ammoniac, d'AGV et d'autres
produits intermédiaires solubles.

L'accumulation des AGV engendre une chute du pH,de& 6,7. L'ajout de carbonate
de calcium en fin d'expérience a fait remonterHegp8, son niveau en l'absence d'inhibition
par I'ammoniac.

3.4.2 Détail des AGV

Le détail des AGV présente un profil tres intérasgkigure 61 D). En effet, des effets
similaires a ceux observés pendant la surchargéemet carné peuvent étre observés pendant
I'inhibition par I'ammoniaccdf. 0.6.3). Il y a une forte augmentation de la conceioinaen
acétate et en iso-butyrate. La différence est igquiiso-butyrate n‘augmente pas au méme
niveau que l'acétate. Cela est di au fait quéstebutyrate ne peut étre produit qu'a partir de
protéines qui étaient apportées massivement pagdeet carné. Toutefois, il est bien un des
deux AGV produits majoritairement en situation dess (Nozhevnikovat al, 2000). De
plus, c'est toujours liso-butyrate qui est dégraaeé premier une fois que les ajouts
d'ammoniac sont arrétés. Il ne semble pas étreftniané en butyrate contrairement a ce que
proposaient Matthies et Schink (1992). L'expérieneepas été poursuivie assez longtemps
pour pouvoir observer la dégradation des autres AGVle valérate et le butyrate ne
s'accumulent pas autant que lors de la surchargédret carné.

Le propionate a un comportement a part. Il étagielel AGV présent avant l'inhibition.
Il ne semble pas affecté par l'inhibition il garsien niveau tres constant tout au long de
I'expérience.

Vu le niveau élevé d'acétate en fin d'expérienee, rppport aux autres AGV, nous
pouvons supposer que l'inhibition par I'ammoniaggosurtout sur les bactéries acétotrophes.
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Figure 61. Evolution des paramétres dans le réacteur de lah@afonctionnant en semi-continu lors
d'augmentations de la concentration en ammoniacazZote ammoniacal total visé et mesuré ; B : débit
méthane et biogaz et méthane cumulés ; C: pH, Ba@able et AGV totaux (en équivalents DCO) ; D tailé

des AGV (en équivalents DCO)
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4 Comparaison fioles / réacteur pilote

La derniére étape de cette étude a été de conmpanasultats obtenus sur le réacteur de
laboratoire aux valeurs qui peuvent étre préditag ples conditions équivalentes a partir du
modele mathématique calculé dans la premiéere paetibétude. Pour pouvoir les comparer,
les vitesses de production de méthane dans leetgaont été converties en vitesses de
dégradation de DCO et ramenées a la quantité dgpMsente dans le digestat. Ainsi, nous
avons les mémes unités que l'activité méthanodeaetivité résiduelle mesurée juste avant
l'alimentation a été retranchée de I'activité ®taksurée a partir de la vitesse maximale aprés
alimentation. Ainsi les mesures sont comparablé® ées deux expériences.

A partir des valeurs de pH, de concentration efeaammoniacal, de taux de MS et de
température, les valeurs d'activité méthanogeémadtes ont été calculées pour chaque point
de l'expérience en réacteur (Tableau 31). La Figilkecompare ces points aux valeurs
mesurées sur le réacteur.

Les valeurs prédites sont dans le méme ordre adwlgua que les valeurs mesurées. En
revanche, elles ne prédisent pas le comportemesgingda Cela montre que les phénomenes
observés lors d'expériences en conditions simeéifige sont pas les mémes ou ne sont pas les
seuls impliqués lors d'expériences en conditioaie® Il y a donc un intérét a disposer d'un
réacteur permettant d'effectuer des expériencesrditions réelles de digestion seche.

Il est difficile de conclure quant a la cause défiiinces observées. La différence de
substrat est trés probablement une des causespptes: Lorsque le substrat est un déchet
complexe (OMR), I'hydrolyse tient un réle plus imgamt que pour le glucose. Elle est moins,
ou pas, inhibée par I'ammoniac et du biogaz supgiaire peut étre produit.

Le pH est un autre point de différence. Dans leteta aucun tampon n'a été ajouté
pendant l'expérience. Le pH a diminué par effeunghtde l'accumulation des AGV. En
revanche, dans I'expérience en fioles, le pH aadthciellement fixé a l'aide de solutions
tampon et d'acide et base forts. Cela peut avbumeliinfluence.

Tableau 31.Prédiction de l'activité méthanogéne a partir dasampétres du réacteur en utilisant le modele
mathématique

. o Nammo activité prédite
Pointn®  T(C)  MS()  ongy PP (gDCONgMVinoc)
1 55 25 2 000 7,80 0,0201
2 55 25 2 000 7.80 0,0201
3 55 25 2 520 7,74 0.0141
4 55 25 2 520 7.60 0.0158
5 55 25 3040 7.46 0,0120
6 55 25 3040 7.36 0,0132
7 55 25 3 560 7.31 0.0097
8 55 25 3 560 7.20 0.0108
9 55 25 4080 7.00 0.0102

10 55 25 4 080 6,74 0,0129
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Figure 62.Comparaison de la 'activité méthanogéne obserags & réacteur de laboratoire lors de
laugmentation de la concentration en ammoniae d¢'adtivité méthanogéne prédite a partir du modéle
mathématique pour les mémes conditions. Intervaititervalle de confiance a 95 %.

5 Conclusion

Nous avons réalisé deux expériences pour étudifetl'de I'ammoniac et d'autres
conditions physico-chimiques (température, MS, ptf) la méthanisation. La premiére était
une série de mesures dans des conditions simplifiédaboratoire. La seconde était un essai
en réacteur en conditions réelles de digestioneséch

De la premiére expérience nous avons pu tirer mfesnmations quant aux mecanismes
mis en jeu lors de l'inhibition par I'ammoniac. Noavons vérifié que le pH avait un effet
d'augmentation de l'inhibition en favorisant lanfier libre de I'ammoniac qui est plus
inhibitrice. Nous avons vérifié que la températapimale était d'environ 55°C mais que,
dans des cas de forte inhibition par 'ammoniae, baisse de la température a 45°C permet
d'obtenir une activitt¢ méthanogene plus grande emant partiellement linhibition. Ce
phénomeéne est particulierement marqué en voie seche

En digestion par voie seche (30 % MS), l'activi#&tmanogéne semble plus faible qu'en
digestion par voie humide (5 % MS). Cela peut éffeau fait que l'activité méthanogéne est
exprimée par rapport a la quantité de MV dans ditham, et que dans notre expérience
I'inoculum est apporté en méme temps que la ma@meant a ajuster la matiére séche, sous
forme de digestat. Il serait donc intéressant déser une expérience ou de la matiere seche
serait apportée sous une forme indépendante dedliim, par du sable, par exemple, ou du
digestat stérilise.

Nous avons observé les mémes phénomenes en vdie seé@n voie humide. Des
expériences en voie humide peuvent donc étre uplms étudier les mécanismes en
recherche fondamentale. En revanche, les niveauokildtion et les variations d'activité
méthanogene ne sont pas les mémes. Les résultaé&igues obtenus en voie humide ne sont

donc pas extrapolables a la voie séche, notammans da détermination de seuils
d'inhibitions pour le pilotage d'unités industrésll

En comparant I'expérience en fioles avec du glucoseme substrat & celle en réacteur
avec des OMR comme substrat, il apparait que léagrhenes sont différents selon que I'on
se trouve en conditions simulées ou en conditiéelies. Il est donc important de valider les
résultats obtenus en conditions simplifiees paredssis en conditions réelles. Il semblerait
gue ce soit le substrat qui soit en cause ici. dqusle substrat est un déchet complexe
(OMR), I'nydrolyse tient un role plus important goeur le glucose. Elle est moins, ou pas,
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inhibée par 'ammoniac et du biogaz supplémeniazéwgt étre produit. Le fait que, dans les
essais en fioles, le pH soit fixé par une solutampon peut aussi étre en cause.

Dans les conditions réelles, la méthanogeneése lestiphibée par I'ammoniac que
l'acidogenése/acétogenese. Il s'ensuit une acctioruldacétate et d'autres AGV, ainsi que,
peut-étre, des sous-produits de I'hydrolyse. Laildéés AGV est trés intéressant lorsqu'on le
compare a celui observé lors de la méthanisatiecodiinue d'une surcharge en déchet carné.
Dans les deux cas, le stress causé se traduihpaacumulation importante d'acétate et d'iso-
butyrate. Il peut donc se révéler tres intéresdarduivre ces deux AGV en vue de détecter un
éventuel probleme d'inhibition par 'ammoniac dessméthaniseurs industriels. L’abondance
de l'acétate lors de l'ajout d’ammoniac semble comdr que ce sont les bactéries
acétotrophes qui sont fortement affectées.

Malheureusement, les essais sur le réacteur dealalre en conditions réelles n'ont pas
pu étre poursuivis car la thése arrivait a échéalhgea de nombreux autres parameétres qui
pourraient étre testés afin de répondre aux questiai restent en suspens : L'inhibition est-
elle réversible, et aurait-on récupéré une actsiitéon avait attendu plus longtemps ? Y-a-t-il
une forte mortalité cellulaire? La méthanisatiomasnt-elle repartie si I'on avait éliminé
'ammoniac dans le réacteur (par stripage par eb@rdpgQuel aurait été I'effet du pH, si I'on
avait tamponné le milieu ? Quel est l'effet des AG¥t-ils un effet inhibiteur en synergie
avec l'ammoniac ? Aurait-on observé une adaptaties micro-organismes si I'on avait
augmenté la concentration en ammoniac plus lentefhen

Cette étude sur 'ammoniac a donc apporté destaésties intéressants. lls permettent
de préparer les travaux futurs dans ce domaine.vbéss de recherche et les modalités
opératoires les plus pertinentes ont été idensifite mécanisme général de l'inhibition par
'ammoniac dans le cas de la voie seche a éténuéterll reste maintenant a déterminer les
cas particuliers (adaptation, etc.).
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CHAPITRE VI. ACTIVITES
HYDROLYTIQUES

La Terre n'appartient pas a C'homme, c'est L'homme Gui appartient a Ca Terre.
[ Sitting Bull 1
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VI. ACTIVITES HYDROLYTIQUES

1 Introduction

Comme nous l'avons vu précédemment, I'hydrolyse wst point clef de la
méthanisation. Si elle est trop rapide, des inteiaikes inhibiteurs, tels que les AGV,
peuvent s'accumuler. Si elle est trop lente, d@lhétd la vitesse de tout le reste du procédé.
L'hydrolyse est réalisée par quatre grandes claksagymes : les protéinases, les amylases,
les cellulases et les lipases. La mesure de ligctile ces quatre groupes d'enzymes devrait
donc apporter des informations sur l'activité hygtique dans le réacteur.

De plus, ces enzymes sont extracellulaires. Itlest relativement aisé de les extraire a
l'aide d'une solution de détergent qui permet dactér les enzymes de la paroi des cellules
et des particules de matiere organique afin denktsre en solution.

Cette étude a pour objectif, tout d'abord, d'étuthepertinence et la faisabilité de
mesures d'activités enzymatiques hydrolytigues diass conditions réelles de digestion
seéche. Ces conditions sont obtenues en mesuretintité enzymatique dans des échantillons
provenant d'essais de digestion réalisés en maderdinu mésophiles et thermophiles dans
le réacteur de laboratoire décrits au chapitreD¥s ordures ménageres résiduelles ont été
utilisées comme substrat afin de reproduire leglitimms d'hétérogénéité rencontrées dans la
pratiqgue. Des essais de co-digestion avec des écdmés, riches en protéines et en lipides,
ont également été utilisés dans I'espoir de stimegeactivités protéinasique et lipasique (voir
chapitre 1V6).

Le suivi des activités enzymatiques hydrolytiqud®eécasion de ces essais permettra
egalement de mieux comprendre les processus mjaudors de la phase d'hydrolyse de la
méthanisation de déchets solides.

2 Optimisation des paramétres d'extraction

2.1 Introduction

L'étape d'extraction doit permettre de solubiliser maximum d'enzymes puis de
précipiter les matieres en suspension tout en garéa enzymes solubiliséest.(l. 4.1).
Ainsi, des essais ont été menés concernant laifogatiion effectuée apres agitation du
digestat en présence de détergent. De plus, limdacla congélation sur l'activité
enzymatique a été étudié a des fins pratiques.

2.2 Elimination de la turbidité

Lors de la phase d'extraction des enzymes, c'estefdrifugation qui permet la
précipitation de la matiére indésirable, mais guéspnte aussi le risque de précipiter une
partie des enzymes. La centrifugeuse utilisée peame accélération maximale de 27 @00
Afin de déterminer si cette accélération n'esttpas €levée, nous avons testé deux niveaux :
27 000g et 12 00@. C'est la valeur mesurée d'activité cellulasiguaeir chacune de ces deux
conditions d'extraction qui nous a servi de poist abmparaison. Les résultats obtenus
apparaissent dans le Tableau 32.

Tableau 32.Optimisation de la vitesse de centrifugation loed'étape d'extraction enzymatique

Accélération (g) Activité cellulasique (ADO/mn)
12 000 3,1.10+0,56.10
27 000 16,4.10+2,9.10°
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Apres une extraction sous agitation d'une heurprésence de Triton x-100, la vitesse
de centrifugation de 27 0@0(20 mn) permet de mesurer une activité cellulassupérieure
a celle obtenue apres centrifugation 20 minute 800g. La vitesse de 27 0Gf permet
donc d'éliminer une plus grande quantité de maéarsuspension sans précipiter les enzymes
dans le culot.

Afin de confirmer qu'une plus grande quantité deiéna en suspension était éliminée,
la DOs2onmde I'extrait a été mesurée dans deux cas :

- Aprés 30 minutes d'agitation et centrifugatid®@00g (20 mn) : DQaonm= 2,7877

- Apres 30 minutes dagitation et centrifugation 27 000g (20 mn):
DOSZOnm= 2,4542

Cette mesure permet de Vvérifier que la vitesse gllxge permet de réduire la turbidité
du milieu. Cela permet d'avoir moins de bruit dedfdors des mesures colorimétriques des
activités enzymatiques.

Malgré ce traitement, la densité optique de l'éixeazymatique reste élevée. Cette
couleur foncée pose de nombreux problemes poumkesures colorimétriques d'activité
enzymatique car elle masque la coloration libérée Fhydrolyse enzymatique. Cela
augmente donc le seuil de détection.

Des essais de dilution n‘ont pas donné de résuritant. En effet, bien que la dilution
fasse baisser la densité optique de I'extrait et de seuil de détection, elle dilue également
les enzymes et diminue donc l'activité mesurée.

2.3 Influence de la congélation

La congélation des échantillons prélevés permettimiconserver les échantillons afin
de grouper les mesures d'activité enzymatiquered'éxpérience dans le but de réaliser les
essais en parallele pour une meilleure comparagsahe gagner du temps. Il existe deux
possibilités : soit congeler I'extrait enzymatigagres la phase d'extraction ; soit congeler
I'échantillon de digestat frais puis réaliser fagtion, apres décongélation, le jour de la
mesure.

La mesure de l'activité cellulasique a été utiligmrir évaluer l'effet sur l'activité
enzymatique de la congélation a -20°C du digessad ti'une part et de I'extrait enzymatique
d'autre part. Les résultats obtenus sont présdatésle Tableau 33.

Tableau 33. impact de la congélation sur I'activit&€nzymatique

Activité cellulasique (ADO/mn)

Extrait frais 65,6.10
Extrait congelé 20,7.10
Digestat congelé Non détectée

Nous observons une baisse importante (environ deux) de l'activité enzymatique
entre I'extrait frais et I'extrait congelé. Pateaits, lorsque I'on congéle le digestat brut et que
l'on effectue l'extraction enzymatique apres déétaimpn, l'activité n'est plus détectable.
Nous préconisons donc de réaliser les extractibfesemesures d'activité au fur et a mesure
des essais, ce qui n'est pas sans poser des pesdegistiques lorsqu'un suivi de réacteur est
souhaité, vu la complexité des analyses. Dans wasgle suivi de l'activité enzymatique lors
d'essais en mode discontinu (batch) a donc ététeffesans congélation.
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3 Suivi enzymatique de méthanisation en discontinu

3.1 Introduction

Afin d'évaluer la pertinence du suivi de l'activeézymatique, nous avons suivi les
activités amylasique, cellulasique, protéasiqupretéinasique au cours de deux expériences
en discontinu. Ces expériences ont été réaliséete sacteur pilote de laboratoire décrit
précédemment afin de se trouver dans des condgiarigires a celles rencontrées a I'échelle
industrielle. Ainsi, nous avons pu évaluer égalentaraisabilité techniqgue de ces mesures
dans les conditions réelles de la digestion sedheludes ménagéres. En effet, le fait de
travailler sur une telle matrice n'est pas anodin :

- Le milieu est hétérogéne ;
-l est trés concentré en matiére solide aingmmatiére dissoute ;
- Il a une couleur foncée (DO > 2).

Les expériences ont été décrites au chapitre I\preaiére est la digestion mésophile
d'ordures ménageres résiduelles (OMR) seules. Laigee est la co-digestion mésophile
d'OMR et d'un modeéle de déchet carné (steak hapbapettant d'avoir un déchet plus riche
en protéines et en lipides. La troisieme est laigestion d'OMR et de déchet carné avec une
surcharge en déchet carné. La quatrieme est latatigeghermophile d'OMR seules.

3.2 Amylase

L'activité amylasique a été suivie pendant les rguakpériences. Les résultats sont
présentés dans la Figure 63. lIs traduisent |'éavide I'activité amylasique exprimée en mg
de glucose formé/mn.g de digestat dans les deugriexiges. Notons que pour la premiere
expérience, les mesures n'ont put étre effectudgaspaurtir du 7" jour, en raison du temps
nécessaire a l'adaptation des protocoles expérament
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Figure 63.Evolution temporelle de I'activité amylasique Ides expériences 1 a 4.
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L'activité amylasique augmente dés le démarragecligque expérience. Cette
augmentation est suivie tres rapidement d'une daigsartir du cinquieme jour d'essai. Dans
toutes les expériences, elle se stabilise a uranifaible a partir du £8°jour. L'amidon étant
un substrat tres facilement dégradable, nous pauvempposer qu'il est consommeé
prioritairement en début de digestion. Les micrgamismes hydrolytiques produisent donc
massivement des amylases. Ensuite, I'amidon ayantapidement dégradé, sa disparition
ainsi que l'augmentation de la concentration enam@nes de glucose inhibent la production
et I'action des amylases.

Les niveaux maximaux détectés lors de ces essalex@eption du premier) sont
respectivement de 0,069, 0,038 et 0,1Q4par g de digestat et par minute pour les essds 2,
et4.

Nous pouvons également observer que la surchargédret carné (donc en protéines)
semble diminuer l'activité amylasique maximale. r€gultat a déja été observé par ailleurs
(cf. 1. 5.3.4; Glenn, 1976). En effet, l'activité est ptaible lorsqu'il y a surcharge en déchet
carné que lorsqu'il y a simple co-digestion samshsuge.

Nous observons également que la température tiphilao favorise I'activité
hydrolytique €f. 1. 3.2). En effet, I'expérience thermophile est cpiar laguelle I'activité est
la plus élevée. Ce résultat est également en aes@ales données par El-Fadehl. (1996)
dans le cas de décharges de déchets municipaux.

Des résultats similaires sont obtenus par Zhetngl. (2007) dans un méthaniseur de
déchets de légumes a 9,5 % de MS. lIs observerfoureeactivité amylasique des le début de
l'expérience qui chute, ensuite, et se stabiligs pde 0 a partir du”8° jour jusqu'a la fin de
I'expérience. Ce comportement est d'autant pluguéague la charge organique est élevée.

Jones et Grainger (1983) ont mesuré l'activité asigle dans des simulateurs de
centres de stockage (lysimetres). Dans ce typ@algaur il n'y a pas d'agitation, ce qui peut
expliquer que les échelles de temps observéespamnietirées (jusqu'a 120 jours). Pour un
déchet sec (70 % MS) ils observent une activité&/é8epuis une baisse progressive de
l'activité jusqu'a 50 % de sa valeur initiale ditade I'expérience. A l'inverse, pour un déchet
saturé en eau, l'activité amylasique initiale esspde 1000 fois supérieure a celle obtenue
pour le déchet sec, quand elle est ramenée a laentis matiere seche. Ensuite, l'activité
double en 50 jours avant de diminuer lentement.sNmuvons imaginer que, pour un taux de
matiere seche équivalent a la digestion secheyrigportement serait intermédiaire entre ces
deux ; c'est-a-dire comme celui observé ici, ou fiaanget al, mais sur des temps plus
longs. Cependant, dans les centres de stockagente e "saturation en eau” signifie qu'il
n'y a plus d’eau qui coule du massif de déchetplbs, la cinétique est ralentie car le déchet
est compacté. La comparaison est donc délicate ici.

Lors de la premiere expérience, l'agitation a ét@dantellement stoppée durant 48 h,
(du 25™ au 27M jour), simulant involontairement une perturbatidordre physique. La
mesure d'activité amylasique effectuée I18"2jour indiquait une légére baisse d'activité mais
cette variation n'est pas significative car l'atdivamylasique avait déja atteint un niveau
faible.
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3.3 Cellulase

L'activité cellulasique a été suivie pendant teipériences en batch. Les résultats sont
présentés dans la Figure 64. lls traduisent I'éasiude I'activité cellulasique exprimée en
ADO/mn.g de digestat dans les deux experiences. [Rares de la premiere experience, les
mesures n'ont put étre effectuées qu'a partir §li°J6ur, en raison du temps nécessaire a
I'adaptation des protocoles expérimentaux.
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Figure 64.Evolution temporelle de l'activité cellulasiquedates trois premieres expériences

Sur la Figure 64, les points sont espacés car taicenombre de mesures ont échoué
en raison de la difficulté rencontrée pour mettwepaint une méthode de dosage fiable.
L'interprétation est donc difficile.

Rappelons tout d'abord que, lors de la premiereérexpce, l'agitation a éte
accidentellement stoppée durant 48 h (dd"2&u 27™¢jour) simulant involontairement une
perturbation d'ordre physique. L'activité cellutpss chute brutalement a ce moment, avant de
remonter progressivement. Nous pouvons supposel'auét d'agitation est a l'origine de
cette chute.

Néanmoins, il semble que deux pics d'activite tadique se succedent: le premier
entre le départ et le % jour, et le deuxiéme apres le*1§jour.

Les mesures présentées ici refletent I'hydrolys@ed'cellulose représentative de la
cellulose naturelle, dans son ensemble. Zterad. (2007), quant a eux, mesurent deux types
de cellulases distinctes : la FPase qui mesuradatgé de glucose produite a partir de papier
fillre et la CMCase qui mesure la quantit¢ de gbecoproduite a partir de
carboxymeéthylcellulose (de la cellulose solublednB leur expérience sur un méthaniseur de
déchets de légumes a 9,5 % de MS, ils observent gies de FPase au départ et a 6 jours et
un pic de CMCase a 10 jours. Leur expérience nmedteureusement pas poursuivie au-dela
de 10 jours.

Comme nous l'avons vu précédemmeitl( 5.3.5), le mode d'action des cellulases est
complexe et se déroule en plusieurs étapes. ll e pas étonnant que nos résultats soient
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difficiles a interpréter. Néanmoins, ce qui resstartnos observations et de celles de Zhaing
al.,, c'est qu'il y a plusieurs pics d'activité cellyimue au cours de la méthanisation de
déchets solides. Des productions d'activité cdijtimue en deux pics ont également été
observées par Maunat al.(1991) dans la méthanisation d'eaux usées etgat al. (2001)
durant la méthanisation de déchets municipaux EmBtre.

Nous pouvons avancer plusieurs hypothéses pourgerplce phénomene. Il se peut
gue différentes cellulases soient produites amdiffis moments, éventuellement par différents
groupes de micro-organismes. Il se peut aussidjuéit de I'inhibition de la cellulolyse par
les produits de la réaction, il se déroule un ph&re cyclique. Dans ce phénoméne, les
sous-produits de la cellulolyse seraient libérésiseraient l'inhibition de celle-ci avant d'étre
consommés par les micro-organismes et ainsi, urvezau cycle de cellulolyse pourrait
démarrer.

Dans le cas de la premiére hypothése, il seraditéasant de suivre les activités des trois
classes de cellulases (les exoglucanases, leslandngses et Igsglucosidases) pour voir si
elles apparaissent a des moments différents dagyéstibn. Rivardet al. (1993) ont mesuré
ponctuellement ces trois activités dans la digestieche de déchets municipaux mais sans
effectuer de suivi.

Remarquons également que ce double pic pourraite@tlien avec les doubles-pics de
production de biogaz fréquemment observés en digeséche df. 0.3.2). On aurait alors,
dans le déchet, une fraction rapidement dégradéestituée principalement d'amidon et de
cellulose facilement biodégradable — ainsi quewges simples et d'AGV — et une fraction
dégradée plus tardivement, composée de cellulosedgficilement dégradable.

La mesure globale de l'activité cellulolytigue séentionc contenir un grand nombre
d'informations, relatives a la fois a la dégradatide composés plus rapides a dégrader et
d'autres plus lents, et mettant en jeu des enzyiregatures différentes. A ce titre, ce
parametre global est particulierement complexesuget a une trop forte variabilité pour
constituer un indicateur fiable de l'activité. Ddioptique d'un suivi de la méthanisation, la
problématique de la cellulolyse est un point saosatel important mais qu'il est encore
difficile d'étudier de maniere simple. Une connamss préalable approfondie des
mécanismes est nécessaire afin de mieux décrimiffésents modes d'action des cellulases,
et d'étre en mesure de proposer des solutionstapay. Cependant, il s'agit d'un champ de
recherche a part entiére qui dépasse largemeatte de notre travail.

3.4 Protéinase

L'activité protéinasique n'a pu étre correctemerivis que dans l'expérience 2. Les
résultats sont présentés dans la Figure 65. Hsigsant I'évolution de I'activité protéinasique
exprimée en g d'équivalent sérumalbumine bovilgA)Blégradée/mn.g de digestat.

La Figure 65 montre une forte activité protéinasiqies le début de l'expérience.
Ensuite la baisse est progressive jusqu'a atteumdréveau tres faible aprés 15 jours.

Des résultats similaires sont obtenus par Zhetngl. (2007) dans un méthaniseur de
déchets de legumes a 9,5 % de MS. Ils observenfourgeactivité protéinasique, des le début
de I'expérience, qui chute ensuite, et se stalgliés de 0 a partir di'® jour jusqu'a la fin de
I'expérience. Ce comportement est d'autant pluguéaque la charge organique est faible ;
c'est-a-dire que la dilution est élevée.

Des résultats similaires sont obtenus par Jon€sahger (1983) dans des simulateurs
de décharge. L'activité protéinasique augmenterapslement des le début de I'expérience
pendant 20 jours puis retombe tout aussi vitesterguasi nulle jusqu'a la fin de I'expérience.
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Comme pour Zhangt al, ce phénoméne est d'autant plus marqué que letiésthdilué avec
de l'eau.
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Figure 65.Evolution temporelle de l'activité protéasique ldesla deuxieme expérience

Les protéines étant trés facilement dégradabless pouvons supposer qu'elles sont
consommeées rapidement en début de digestion. Leso4miganismes hydrolytiques
produisent donc massivement des protéinases. Ensigis protéines sont rapidement
dégradées. Leur disparition ainsi que l'augmentadi® la concentration en acides aminés et
en glucose stoppent la protéinolyse, conformémecd gue nous avons vu précédemment
(cf.1. 5.3.6). Les résultats obtenus sont donc confornoesia attendus.

Dans notre cas, hous ne pouvons que supposer quedaction de protéinases a été
stimulée par I'ajout de steak haché car les aeixpsriences sont manquantes. Il aurait été
utile de pouvoir comparer ces résultats a ceuxnoistéors des expériences 1 et 3, contenant
respectivement moins et plus de protéines. Celaitaoermis de savoir si une surcharge en
protéines peut étre détectée par une variatiorlagdévité protéinasique. Il est & noter que
I'activité mesurée ici demeure trés faible et léntéte du seuil de détection.

3.5 Lipase

L'activité lipasique a été suivie pendant les quakpériences en batch. Aucune activité
lipasique n'a été détectée, méme dans les expésielecco-digestion avec des déchets carnés,
qui sont riches en matiere grasse animale. Lesadéthne sont pas a remettre en cause ici.

Jones et Grainger (1983), dans leur expériencéraraeur de décharge, n‘ont pas non
plus détecté d'activité lipasique. Dans la biblaurie, I'activité lipasique est la moins souvent
mesurée des quatre activités hydrolytiques étudoges

4 Synthese et Conclusion

La premiere conclusion gue nous pouvons tirer estlg temps a manqué pour mener a
bien cette étude sur les activités enzymatiquaseample Sabil (1991) a consacré sa thése a
I'étude des activités enzymatiques dans les boedssses septiques. Soulignons que cette
matrice est plus homogene et plus simple que ksres ménageres. Une mise au point plus
poussée des méthodes ainsi qu'un plus grand nattgx@gériences permettrait de réellement
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déterminer la pertinence d'un suivi des activitégymatiques hydrolytiques dans les
installations de méthanisation par voie seche.

Dans notre étude nous avons rencontré de nombnebtemes liés a une turbidité
résiduelle des extraits enzymatiques qui constituai bruit de fond important sur nos
mesures. Cette turbidité est liée a la forte comagan de matieres solubles de la digestion
par voie seche. De plus, les valeurs d'activitésyraatigues mesurées diminuent avec
'augmentation du taux de matiére seche (Jonesa@ger, 1983), ce qui rend les mesures en
digestion seche d'autant plus difficiles.

Nous avons tout de méme montré ici que ce suivuestpiste envisageable si l'on y
consacre les moyens nécessaires pour adapter feedag aux conditions réelles. En effet, il
semble queertains schémas sont constants dans la digestionagrobie de déchets de ce
type : activités amylasique et protéinasique préces ; activité cellulolytique plus tardive.

Il est envisageable de déterminer un schéma pé&aspdans le but de surveiller I'avancement
de la digestion. Il est également envisageahlglider les activités enzymatiques comme
indicateur afin de détecter un éventuel probléme desurcharge ou d'inhibition. Par
exemple, en cas de surcharge en protéines, l@ctawnylasique est inhibée. Nous n'avons
malheureusement pas pu déterminer si une surckargeotéines entrainait une augmentation
de l'activité protéinasique.

En revanche, compte tenu de la variabilité de Iasuree la détermination de niveaux
d'activité attendus nécessite la standardisatismuthodes ainsi que la définition précise des
conditions de mesure. Il est trés probable qu'égérk variation des paramétres (température,
MS, etc.) de la méthanisation rende les valeurficitils & comparer et oblige a définir des
valeurs standards pour chaque installation.

Nous avons également pu éliminer le suivi de V#étilipasique parmi les quatre
activités envisagées. Nous avons identifié qué\ige cellulasique est a étudier au moyen de
techniques plus fines et moins globales pour détemsi son suivi est exploitable pour la
surveillance des méthaniseurs.

La mesure des activités hydrolytiques, en pargécwdimylasique et cellulasique, pourrait
également étre un outil puissant pour comprendsemiécanismes de dégradatiorde la
matiere organique propres a la méthanisation dbeet®solides, notamment par voie seche.
En effet, comme nous I'avons Wapparition a différents moments de la digestion @ pics
d'activité hydrolytique pourrait étre reliée a la présence de plusieurs fractions de
matiére organique avec des biodégradabilités difféntes(au moins deux). Il serait trés
intéressant d'identifier ces fractions (qui sonitaieement liees a la dégradation de la
cellulose) pour trouver des méthodes pertinentasadictérisation de la matiere organique. Il
serait également intéressant de comprendre pour@ecdiaines fractions sont plus
difficilement dégradables. Cela permettrait d'aoréli le procédé de méthanisation, voire de
prétraitement. Parmi les hypothéses permettanpliter qu'une partie de la cellulose est
moins dégradable, nous pouvons citer le degrégiéfitiation de la cellulose, son degré de
ramification, sa structure chimique (amorphe oustaline) ou sa solubilité. Mieux
comprendre ces phénomeénes serait une grande avamaé maitrise de la méthanisation
par voie seche.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

1 Conclusion générale

L'objectif principal de ce travail était de contrdr a la recherche fondamentale et
appliguée visant a mieux connaitre et a étre cep#bbkuivre la méthanisation par voie séche.
L'étude bibliographiqgue nous a montré I'étendue diesaines pouvant étre étudiés dans ce
but. Les spécificités de la digestion séche etal@té des données dans ces conditions
empéchent d'identifier précisément les voies deebhe a favoriser sur la seule base de
I'étude bibliographique. Cette thése s'est donaclafte a réaliser le travail préliminaire
d'orientation des recherches futures. Dans le ntémes, des amorces de réponses ont été
suggérées alors que de nouvelles questions émengeai

Les quatre grands axes dégageés par I'étude bibjibgiue ont été passés en revue par
des expériences visant a identifier les orientatide recherche les plus pertinentes. Ces
guatre axes sont (i) la caractérisation de la meateganique, (ii) les conditions physiques de
la méthanisation, (iii) les conditions biochimiquds la méthanisation et (iv) l'activité
biologique au sein du méthaniseur. Cependant,giess directrices transversales a ces quatre
axes ont été dégagées au cours des études et&aetges ici.

1.1 Compartiments de la matiére organique

Le parametre élémentaire influencant I'efficaciééla méthanisation est la qualité du
déchet entrant et de sa matiére organique. Noussdait & ce sujet un progrés appréciable.
Nous avons montré que la matiere organique deset®edwolides pouvait étre divisée en
plusieurs (au moins deux) compartiments de sotébiliifférente. La répartition de ces
compartiments varie d'un déchet a l'autre et pent dervir a la caractériser.

Le compartiment hydrosoluble, le plus soluble, bstplus biodégradable. Nous
I'appellerons compartiment "A". Malgré une impodamelative faible dans la composition de
la matiére organique (moins de 5% de la MV dansde des OMR), il prend une part
substantielle dans la production du méthane (envif9%). Ce compartiment est composé de
glucides solubles, de la majorité des protéingsGW ainsi que d'autres substances qui n‘ont
pas pu étre identifiées.

Le compartiment le moins soluble (correspondana drdction non soluble dans un
détergent acide), a l'inverse, est le moins bicat#gsle. Nous I'appellerons compartiment
"C". Une relation linéaire négative forte peut méetre établie entre la teneur d'un déchet en
cette fraction peu soluble et sa biodégradabilig¢ composition exacte de ce compartiment
n'a pas été identifiée mais il s'agit sirement ariigo de plastique et de lignocellulose,
structure dans laquelle la cellulose est protegda dégradation par la lignine.

Cette dichotomie, entre un compartiment tres selubt biodégradable et un
compartiment peu soluble et difficilement biodégtalé, a été retrouvée tout au long des
autres thémes abordés dans la théese.

Lors d'essais discontinus a trois échelles diffi®r{fioles, réacteur de laboratoire,
réacteur industriel), il a été observé que, lorsladenéthanisation de déchets particulaires
réels, la production de méthane se faisait en deisx (deux pics). Il y a une premiere
production, caractérisée par une cinétique rapjdiegorrespondrait au compartiment A. Il y a
ensuite une phase de production de méthane mapparéane cinétique plus lente. Cette
seconde phase doit probablement correspondreggtadhtion d'un compartiment "B" qui se
dégrade plus lentement et n'est pas digéré préigiement (sans doute des glucides
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complexes ou des graisses, métabolisés plus lentgntenfin, lorsque la production de
méthane prend fin, il ne reste plus que la matéganique pas ou tres peu biodégradable, le
compartiment C.

Nous avons montré que, dans ces conditions, legrawhydrolysant les polyméres les
plus solubles (amidon et protéines) ont une focteviéé au début des essais discontinus. Les
enzymes hydrolysant la cellulose prennent ensaitelais plus tardivement dans I'expérience.
Ces résultats confirment le mécanisme de fonctimeme proposé : une hydrolyse précoce et
préférentielle d'un compartiment facilement bio@éable (A) suivie d'une seconde phase
correspondant & un compartiment plus difficlembiddégradable (B), consommé moins
préférentiellement par les micro-organismes.

Nous avons mis en évidence que le broyage a uhseffdes compartiments les moins
solubles. Lorsque le broyage du déchet est plussinbiodégradabilité augmente. Cette
augmentation est due a une augmentation de la giodwde méthane lors de la phase B et
non lors de la phase®ALe broyage augmente donc la quantit¢ de matiéganaue
biodégradable dans le compartiment B. L'explicalioplus plausible est que le broyage rend
disponible, ou plus soluble, de la matiére orgamidu compartiment C. Cela peut étre, par
exemple, la libération de cellulose qui était esgmnée dans de la lignine avant le broyage.
Nous pouvons également en conclure que les plokesabiodégradabilités des compartiments
B et C sont liées en partie a leur structure physidta composition biochimique des déchets,
qui ne rend pas compte de la structure physiquest donc pas adaptée pour décrire
fidélement leur aptitude a étre méthanisés.

L'étude bibliographique indiquait que la méthanisat des déchets solides est
exclusivement limitée par I'hydrolyse. Cependant observations ne corroborent pas cette
hypothése, comme nous l'avons vu dans le chapitré'analyse des résultats dans leur
globalité tendrait plutét a montrer que c'est smelet la deuxieme phase, de dégradation du
compartiment B, qui est limitée par I'hydrolyse.la&Cest cohérent dans la mesure ou le
compartiment A est facilement hydrolysable alore ge n'est pas le cas du compartiment B.

Enfin, lors de I'étude de l'effet de parametresirenmementaux sur la méthanisation,
nous avons observé des comportements différersiguemous avons utilisé un substrat solide
réel (OMR) et lorsque nous avons utilisé un substcduble (glucose). Ces divergences
peuvent étre dues a la différence physique des siglostrats : un substrat complexe dans un
cas, constitué de différents compartiments ; urstsabunique dans l'autre cas, facilement
dégradable et qui ne fait pas intervenir d'étapgddolyse.

En conclusion, nous pouvons souligner l'importacheda configuration physique de la
matiere organique, et donc l'importance de preedreompte cette configuration lors de la
caractérisation des déchets solides. La propodefa fraction qui n'est pas soluble dans un
détergent acide (SAS+IVS) donne une indicationzapsécise sur la part du compartiment C
et donc sur la biodégradabilité¢ d'un déchet. Leerd@nation de la quantité de matiere
hydrosoluble donne une indication approchée symath du compartiment A et donc sur la
cinétique de la production de méthane. En effetpbrtance du compartiment A permettra
d'évaluer I'importance de la premiéere phase deystazh de méthane.

Nous retiendrons également que, lors d'études foedtles comme lors de la
caractérisation de déchets pour les applicatiordsimielles, il ne faut pas négliger
l'importance de la granulométrie du déchet. Le agaeytrop fin du déchet peut mener a

8 Les phase A, B et C sont les périodes de tempssmondant & la dégradation des compartiments A, B
et C respectivement
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d'importantes erreurs lors de la détermination oiergiels méthanogénes et de parameétres
cinétiques.

1.2 Equilibre entre hydrolyse/acidogenese et méthan  ogenése

Comme nous venons de le voir, la biodégradabiktéadmatiere organique dépend de
sa capacité a étre hydrolysée plus ou moins faeiéniloujours est-il qu'un équilibre est
nécessaire entre |'étape d'hydrolyse/acidogendstagie de méthanogenese, c'est-a-dire entre
la production d'intermédiaires a courte chaine air lconsommation. Si ['étape de
méthanogenese est plus lente que I'étape d'hydfabidogenese, les composeés
intermédiaires s'accumulent dans le milieu réaogbn_es principaux intermédiaires causant
ce type de probléme sont les AGV.

Au cours de ces travaux, hous avons pu observereplts cas d'accumulation d'AGV
liés & différentes contraintes. lls étaient en liamec le fonctionnement normal de
meéthaniseurs en mode semi-continu et discontinlorsud'événements exceptionnels. L'étude
des différences dans les accumulations d'AGV ewtifmm des conditions nous permet de
mieux comprendre certains mécanismes et aussi ntifide certains problémes de
fonctionnement des méthaniseurs par l'observatamtdmulation d'AGV.

Lors du fonctionnement normal en mode discontiransdle réacteur de laboratoire
comme dans le réacteur industriel, nous avons wdsere accumulation transitoire d'AGV.
Cela est d0 a une acidogeneése trop rapide en débesssai qui produit rapidement des AGV.
La méthanogenese étant plus lente, les AGV nemamtonsommés aussi rapidement qu'ils
sont produits. L'hydrolyse n'est donc pas I'étapédnte au début de I'essai. Dans le réacteur
de laboratoire, ce sont I'acétate et le propiogates'accumulent. Le propionate est dégradé en
dernier, une fois que l'acétate a été completermmiommeé. Il y a donc une consommation
préférentielle de I'acétate sur le propionate.

Lors du fonctionnement stabilisé en semi-continestcaussi le propionate qui est
dégradé le moins préférentiellement. En effetstlle seul a étre accumulé dans le milieu.
Cependant, le niveau de propionate correspondavamcement inférieur a 30 jours dans les
essais discontinus alors que la production de méthen semi-continu correspond a un
avancement de 40 jours, durée qui est égaleméstnigs de séjour appliqué aux déchets.

Lors du démarrage du réacteur de laboratoire erersethi-continu, une accumulation
passagere d'acétate a été observée. Elle est siirdnesa la nécessité d'un temps d'adaptation
des micro-organismes aux conditions, au décheteeti@arge organique.

Dans le cas d'une co-digestion de déchets richanatigre facilement biodégradable
(viande) avec les OMR, si la charge organigue dotalste la méme, aucune différence
significative n'est observable. En revanche, darsab d'une surcharge en matiere organique
facilement biodégradable, il y a une trés forteuanglation de tous les AGV de l'acétate au
valérate. Cependant, il n'y a pas blocage de latiokaet les AGV finissent par étre
consommeés. L'iso-butyrate est dégradé préféreamielht et, encore une fois, le propionate
est dégradé en dernier.

Nous avons également observé qu'une inhibition l@@mnmoniac provoquait une
accumulation d'AGV, surtout d'acétate et d'iso-tatgy Cela montre que la méthanogenése
est plus touchée par linhibition par I'ammoniae Bouveau, l'iso-butyrate est dégradé
préférentiellement. L'accumulation de propionagsinpas affectée par l'inhibition et celui-ci
reste a la méme concentration lors de l'augmental&ola concentration en ammoniaque que
lors du fonctionnement stabilisé.
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L'effet de la surcharge en composés facilementégatiables a également été observé
sur l'activité hydrolytigue. En cas de surcharge pgotéines, l'activité amylasique est
diminuée. Nous n'avons malheureusement pas pundéter si elle provoquait une
augmentation de l'activité protéinolytique. La nresdes activités hydrolytiques semble
néanmoins prometteuse pour étudier I'équilibreeehitrydrolyse et les autres étapes de la
méthanisation.

Nous retiendrons que le suivi des AGV permet deeaét d'éventuels
dysfonctionnements de la méthanisation. Une acationl dAGV est le témoin que
I'hydrolyse se déroule plus rapidement que la nmétpenése. Contrairement a ce qui peut
étre lu dans la bibliographie, cela est normal besla dégradation du compartiment A en
début de méthanisation. En revanche, une accummlptus élevée qu'a l'accoutumée sera le
signe d'un probleme. Ce probleme peut avoir dewseas: soit la méthanogenése est trop
lente & cause d'une inhibition ; soit la productithGV est trop forte a cause d'un substrat
facilement hydrolysable.

L'analyse de la composition en différentes espetB&V apporte de l'information
supplémentaire. Le propionate peut étre un témein'alancement de la réaction. C'est
surtout l'acétate et I'iso-butyrate qui s'accumuéancas de probléme. L'ordre de dégradation
des AGV apres leur accumulation semble étre togjlmiméme. Le suivi de ces dégradations
peut permettre de s'assurer que le fonctionnengelat théthanisation entre en bon ordre aprées
laccumulation. Le suivi de certaines activités yematigues semble également prometteur
pour détecter d'éventuelles surcharges.

Enfin, nous avons vu ici I'importance de caracégrla matiere organique des déchets
alimentés afin d'éviter une éventuelle surcharge reatiere organique facilement
hydrolysable. Cela peut en effet causer un désbrpiitle la quantité d'AGV produits par
I'hydrolyse par rapport a la vitesse de leur comsation, surtout si cette surcharge est
brusque et que les micro-organismes n'ont pasripdele s'y adapter.

Notons que la surcharge créée ici en mode disaontanpas engendré de probléemes car
nous lui avons laissé le temps de se résorber dGf$); Mais en mode discontinu, si la
surcharge n'est pas détectée et que le temps der séest pas allongé, les AGV vont
continuer de s'accumuler jusqu'a des niveaux daogempour le fonctionnement du
méthaniseur.

1.3 Effet des conditions opératoires

Nous avons pu observer, tout au long de ce traleihese, qu'il y a de nhombreuses
conditions opératoires qui ont un effet sur lesfqrarances de la méthanisation par voie
seche. Il est nécessaire de mieux connaitre leanisdoes mis en jeu afin de pouvoir prendre
en compte le maximum de parameétres, ainsi que liedesactions, lors du pilotage des
meéthaniseurs.

Dans ce travail, nous avons cherché a éclaircir peénomenes d'inhibition par
'ammoniac en relation avec le pH, la températuta '2neur en MS. Nous avons observé que
les phénomeénes mis en jeux sont les mémes en wole £t en voie humide. L'activité
méthanogene diminue en fonction de la concentraimammoniac et du pH. En revanche,
les niveaux d'inhibition et les variations d'adévinéthanogéne ne sont pas les mémes pour la
voie seche que pour la voie humide. Des expériemeemie humide peuvent donc étre utiles
pour étudier les mécanismes en recherche fondaleentais les résultats numériques
obtenus en voie humide ne sont pas extrapoladeesaie seche. En voie seche, les activités
méthanogenes semblent plus faibles.
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Des différences sont également observables ergreéseiltats obtenus sur des tests en
fiole, avec du glucose comme substrat et un tamggedlu pH, et un essai en réacteur dans
des conditions réalistes. L'inhibition par I'amnamitouche surtout la méthanogenése et
provogque une accumulation d'AGV lorsque le substsatcomplexe. Les AGV font chuter le
pH lorsque le milieu n'est pas tamponné.

Nous avons veérifié que la température optimale éginmre thermophile est d'environ
55°C mais que, dans des cas de forte inhibitiod'g@moniac, une baisse de la température a
45°C permet d'obtenir une activitt meéthanogéene mlesée en levant partiellement
l'inhibition. Ce phénoméne est particuliérementauoaren voie séche. En outre, nous avons
observé, en comparant un essai mésophile a unthssaiophile, qu'en mode thermophile, la
vitesse de production de méthane est plus élevéeleneendement final reste le méme qu'en
meésophile.

Suite a nos observations, nous pouvons précon@srde la méthanisation par voie
seche, de suivre régulierement la concentratiorammoniac et le pH. Notamment en
fonctionnement en mode semi-continu, lI'ammoniacsestceptible de s'accumuler si I'on
recycle les jus de presse car I'ammoniac n'esti@gide ; il ne peut étre éliminé que dans le
digestat soutiré. Les seuils de concentration emameac potentiellement inhibitrice sont
susceptibles de varier d'un méthaniseur a un artréonction des conditions opératoires
exactes. La détermination des concentrations maamuevra donc se faire avec une marge
de sécurité ou bien au cas par cas.

En cas de probleme d'inhibition par I'ammoniac gaorméthaniseur, nous pouvons
préconiser de diminuer de 10°C la température pouréacteur thermophile. La diminution
de vitesse de la méthanisation peut nécessiten qqugmente le temps de séjour. Il est
également envisageable de diluer le milieu réangbmavec de I'eau et/ou de remplacer le
recyclage des jus de presse par un apport d'éabdra

1.4 Mises au point méthodologiques

Mon travail de thése s'est heurté a de nombreuklgres méthodologiques liés au
manque de méthodes préexistantes et aux spedfidée la voie seche et des OMR
(hétérogénéite, concentrations élevees, phasetesadt liquides, etc.). Ainsi, au-dela de la
problématique scientifique et technique, il m'dufathettre au point des solutions techniques
et pratiques pour appréhender les milieux de dmgest

Pour la majorité des dosages il faut extraire ledéoules a doser, avant le dosage a
proprement parler, a cause de lI'appartenance dad$erption sur la phase solide de tout ou
partie des molécules a doser. Il en va de méme lggudosages de caractérisation de la
matiere organique (glucides, protéines, DCO, AGW).existe une autre meéthode ou
I'échantillon est réduit en poudre et mis en susipenmais elle est tres insatisfaisante au
niveau de sa représentativité et de sa réepétaldildémontre l'intérét de méthodes différentes
pour caractériser la matiere organique, telles lgu&actionnement en compartiments de
solubilité différente. Ainsi, les méthodes classisjue caractérisation des déchets pourront-
elles étre remplacées par des méthodes plus adaptéeléchets solides.

L'extraction des molécules a doser est égalememtseaire pour la mesure des activités
enzymatiques. Ici, la couleur noire & marron foncke milieu a été un probleme
supplémentaire dans le cas des méthodes colonumési La mise au point de méthodes de
dosage d'activité enzymatique est délicate et s#eesit de pouvoir s'y consacrer
entierement. Cela dit, les essais que nous avonseper ont permis de montrer la pertinence
et l'intérét de mettre au point des méthodes péamtetie suivre les activités amylasique,
cellulasique et protéinasique (mais pas lipasique).
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Enfin, la mise au point d'un réacteur, permettansidnuler, a I'échelle du laboratoire,
les conditions et le comportement des réacteunsgsinels, a été réussie. Cet outil peut étre
mis a profit pour poursuivre I'étude des mécanisdedigestion par voie séche.

2 Perspectives

L'objectif de ce travail était en partie d'iderifides voies de recherches pertinentes
pour améliorer la connaissance et le suivi de Ithamésation par voie seche. Cet objectif a
éte atteint dans le sens ou de nouvelles questiofirent & nous quant aux mécanismes de la
méthanisation par voie séche. Les réponses a cestiagns apporteront une meilleure
connaissance de ces mécanismes et/ou des moykni|texs de contrbler les méthaniseurs.

Nous avons observé que la caractérisation des ®ésbides nécessitait des outils
spécifiques difféerents de ceux utilisés pour leshdés liquides. Le fractionnement en
compartiments a été identifi€ comme pertinent paset de vue. Il faudra, a I'avenir, tester un
plus grand nombre d'échantillons de déchets pouw@po déterminer la variabilité des
mesures de fractionnement. Les échantillons étudésont étre prélevés sur différents
gisements et a différentes périodes de l'annéautra mettre en relation la variabilité de
compositions en différents compartiments de cedetécet leur biodégradabilité. Il est
€galement envisageable d'analyser des échantdeiigestats de différentes maturités, bien
gue les premiers résultats semblent indiquer qugpeed'expérience n'est pas exploitable.

Pour ce travail, notre choix s'est porté sur desheks réels qui ont leur variabilité
intrinseque. Cependant, il sera pertinent par ike sle revenir vers des déchets "artificiels" ou
“reconstitués” afin d'évaluer la variabilité etriproductibilité des mesures. Cela permettra
également d'avoir des échantillons plus homogéeaes ges recherches fondamentales, et ces
recherches permettront de répondre a plusieursignesgjui restent en suspens.

De quoi est composée la fraction soluble non ifiéet? Des mesures sous-traitées a un
laboratoire privé (LARA, Toulouse) n'‘ont pas perrdes l'identifier comme des composés
humiques, des polyphénols ou des acides gras adaritaine.

Quel est le lien entre le compartiment A et la tiat hydrosoluble ? Pour répondre a
cette question, il faudra réaliser des mesuresatenpel méthanogene avec un suivi de la
cinétique de production de méthane sur les frasteolubles extraites. Les résultats seront
comparés a ceux obtenus pour le déchet total.nicore, l'utilisation de déchets modeles
artificiels pourra permettre d'obtenir des résalfatus exploitables. De nouvelles techniques
de mesure en continu de la production de biogaat,en cours de mise en place au LBE et au
CREED, ils permettront d'obtenir des profils deduction de méthane plus précis et plus
lissés.

Comment mesurer la quantité de matiere du compamtild ? Il sera envisageable, dans
un premier temps, de procéder par différence émtéchet total et les compartiments A et C.
Cependant il sera trés utile de mettre au pointnaéshodes de fractionnement, inspirées de
celle de Van Scest, pour séparer la matiére orgamgcompartiments A, B et C. Il sera alors
possible de répondre aux questions : De quoi asipoeé le compartiment B ? Quelle est
importance relative du compartiment B dans la ienat organique totale et dans la
production de biogaz ?

Pour avancer dans l'identification des compartisieimie meilleure compréhension des
mécanismes de dégradation de la cellulose et dieledi serait un avantage. En effet, nous
avons vu, dans le chapitre VI, que la cellulosestaiti sous plusieurs formes, dégradées par
des enzymes différentes a des moments différdrgs. peut donc que la cellulose totale se
répartisse dans différents compartiments. Il edlerdacon similaire pour les lipides. lls sont

188



J. Guendouz Conclusion générale et Perspectives

hydrolysés en glycérol et en acides gras a londuane. Le glycérol est consommé
rapidement tandis que les acides gras a longuaelsaint dégradés plus lentement sur une
longue période.

La méthode d'échantillonnage des échantillons esleh vue des dosages de glucides,
de protéines et de DCO totale doit étre améliots® maniére de contourner ce probléme,
serait de remplacer I'étape de suspension damsdistillée par une extraction des molécules
a doser par une base ou un acide adapté pour chaméeule. Cela nécessitera des travaux
de mise au point méthodologique.

Une fois que les compartiments seront clairemeantifiables, il sera trés utile de
pouvoir suivre leur devenir au cours de la métleiua. Les mécanismes liés a leurs
dégradations successives pourront étre étudiésaide I'd'observations des activités
enzymatiques. Pour cela, I'adaptation des méthdédezymologie a la matrice des digestats
devra étre poursuivie. Notamment, le protocoletdéexion devra étre optimisé. Il est possible
gu'il existe un protocole optimal pour chaque gedfenzyme a extraire. Un travail sur une
matrice simplifiée pourra également permettre desures plus précises afin de dégager des
connaissances fondamentales sur les mécanismeggiaddtion. Des dosages d'activités
enzymatiques plus précis permettront égalementadrér des niveaux d'alertes témoins de
problemes comme une surcharge en un groupe de utedéorganiques precis (protéines,
glucides, etc.).

D'autres enzymes, impliquées dans la suite de dinehde dégradation de la matiere
organique, pourraient étre également mesurées.n@apt ces enzymes sont intracellulaires
et il faudrait donc adapter un protocole d'ext@cimpliquant des étapes de lyse cellulaire et
de purification.

Concernant la suite du travail réalisé ici, il séms intéressant de suivre l'activité
protéinasique dans des cas de charges organidti®mties de déchet carné. L'effet d'autres
co-déchets, en charge normale et en surchargeepiearde compléter le tableau des réponses
enzymatiques face a la qualité et la quantité déemeaorganique. Parmi les co-déchets
envisageables sont les déchets riches en gluciheplexes (Iégumes) ou en glucides simples
(fruits).

La mesure de la biodégradabilité et le suivi de®tajues et des AGV pendant ces
essais sera indispensable, de méme qu'il ser&sstt de suivre la réponse enzymatique a
l'inhibition par I'ammoniac. Ainsi, c'est en mettaan relation les différentes approches
d'étude des mécanismes de méthanisation des dédheiss que le plus d'information sera
obtenue. Une autre approche pour étudier en désailoies métaboliques impliquées dans la
digestion seche serait l'utilisation d'un déchetiéd® contenant des molécules marquées.

Les expériences sur l'inhibition par 'ammoniacrdav étre poursuivies. En premier
lieu, il faut revenir sur les tests en fioles. #duflra vérifier si l'utilisation d'un substrat
complexe permet de mieux prédire les résultatsnoisteen conditions réelles. La plage de
valeurs des parametres testés pourra étre facitedhangie grace a I'utilisation de la matrice
de Doehlert qui permet de réutiliser les pointadégtés. En outre, le méme travail devra étre
réalisé pour les températures mésophiles, avec 8@f@ne la température de base. Enfin, il
sera utile a l'interprétation des résultats de dglen I'apport d'inoculum et de matiere seche
grace a l'apport de matiere seche sous forme d&rmanherte représentative au niveau
physique de la matiére seche des déchets (plasbqisgesans cellulose, etc.).

Dans un second temps, il faudra compléter I'expéeeen réacteur car un certain
nombre de questions restent en suspens :
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L'inhibition est-elle réversible ou y-a-t-il unerfe mortalité cellulaire ? Il faudrait
attendre plus longtemps en fin d'expérience tout@minuant a doser les AGV, le pH et
I'ammoniac afin d'observer ou non une lente dédiau@uis un redémarrage spontané de la
réaction jusqu'a consommation totale des AGV. It asssi envisageable d'éliminer
'ammoniac, par stripage en faisant buller de tazpar exemple. Cela permettrait d'observer
si c'est seulement la présence d'ammoniac qui drapaaéaction de redémarrer ou si, méme
une fois lI'ammoniac retiré, les micro-organismespaeviennent pas a se réactiver. Nous
pourrions également vérifier si la diminution de tEmpérature permet de juguler une
inhibition d'intensité moyenne.

Quelle est la capacité d'adaptation des micro-osgees en voie seche ? Il faudrait
réaliser de nouveau la méme expérience avec dessgg d'augmentation de la concentration
en ammoniac plus lentes. Il est a noter que caesssdiexpéeriences seraient assez longues a
réaliser, a moins de disposer de plusieurs réacteur

Quel est le role des AGV dans l'inhibition par lfaomiac ? Sont-ils uniquement une
conséquence de l'inhibition ou ont-ils un role lit@ur en synergie avec I'ammoniac ? Ont-
ils, au contraire, un réle antagoniste vis-a-vid'damoniac du fait de la diminution du pH
gu'ils causent ? Pour répondre a ces questiofaydrait réaliser des expériences ou le pH
pourrait étre fixé a I'aide d'un tampon. Il fautleissi tester I'effet d'ajout d'AGV en présence
et en absence de tampon.

Au chapitre des parametres qui n'ont pas été tesidms l'effet de I'agitation. De
nombreuses expeériences peuvent étre réalisées relitions d'agitation dégradée ou trop
élevée. L'analyse des cinétiques et des accumsatitbAGV dans ces conditions nous
éclairerait sur l'importance de l'agitation et $arthéorie de la formation de zones de
méthanogenese dans la digestion seche. Ces phé®meriransfert sont spécifiques a la
voie seche, car trés dépendant de la quantité disgonible (donc de la MS), et méritent
donc d'étre étudiés en détail.

Plusieurs travaux de modélisation peuvent étresagé@s. On pourrait décomposer la
meéthanisation des déchets solides en trois partigespondant aux trois compartiments A,
B, C ayant chacun des caractéristiques cinétiqeeslédradation spécifiques. Il est aussi
envisageable de modéliser l'inhibition par I'amraonpar un modéle structuré a partir des
résultats obtenus en fioles.

Dans nombre des expériences futures préconisébsssus, le réacteur de laboratoire
qui a été mis au point sera trés utile. Le pringgefectionnement dont il pourra faire I'objet
concerne le systéme de soutirage qui est a I'élnde moment.

Pour conclure, ce travail est une contributionaénélioration de la méthanisation des
déchets solides, en général et par voie sechindtsra dans un effort global d'amélioration
du traitement des déchets et de production d'é&wergnouvelables. Car, comme l'ont montré
Gutowski et al. du MIT (2008), les changements de comportementicheels ne seront
efficaces que s'ils sont accompagnés d'un chandeyéeéralisé des infrastructures.
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ANNEXE 1 : FROGRAMMATION DU LOGICIEL "R" POUR LE LISSAGE DES COURBES
DE PRODUCTION DE GAZ ET LA DETERMINATION DE LA DERIEE MAXIMALE
(R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2007)

don<-
read.table("C:/Documents and Settings/Administrdkdes documents/these/Résultats/Seuils
Inhibiteurs/donnees.txt",header=T,dec=",",sep="\t")

xx<-se((0,max(don[,1]),by=0.1)
donl<-smooth.spline(don,spar=0.2)
don2<-smooth.spline(don,spar=0.3)
don3<-smooth.spline(don,spar=0.4)
yl<-predict(donl,xx)

y2<-predict(don2,xx)

y3<-predict(don3,xx)
derivl<-predict(donl,xx,deriv=1)
deriv2<-predict(don2,xx,deriv=1)
deriv3<-predict(don3,xx,deriv=1)
layout(matrix(c(1:6),2,3))

layout.show(6)

plot(don,main=c("graphl, spar:",donl$spar))

lines (predict(donl, xx), col = 2)

plot (derivl,main=c("derivée max :",max (derivigy))
plot(don,main=c("graph2, spar:",don2%spar))

lines (predict(don2, xx), col = 2)

plot (deriv2,main=c("derivée max :",max (deriv29y))
plot(don,main=c("graph3, spar:",don3$spar))

lines (predict(don3, xx), col = 2)

plot (deriv3,main=c("derivée max :",max (deriv3gy))
max (derivisy)

max (deriv2$y)

max (deriv3$y)
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ANNEXE 2 : COMPARAISON DES DOSAGES AGV REALISES SUR PLACE SUR LE SITE
INDUSTRIEL ET APRES ENVOI AU LABORATOIRE

Organisation de I'expérience

Sur le site industriel, différentes mesures ontrétisées pour suivre la concentration en
acides gras volatils (AGV) des digestats. Cependied divergences importantes sont
observables entre les mesures qui sont réalisgesla site industriel par le CREED et celles
réalisées, ici, au LBE3raphe 1)

Ces différences varient entre 66 et 135 % de lawahoyenne et sont de 100 % en moyenne.

7
I LBE AGV g eq H Act/ kg échant.

6 B CReeD AGYV recalculés —
0 CReeD AGV (g/ kg d'échant)

[AGV]

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Temps (j)

Graphe 1 : Différences entre les résultats obtenus au suesiteux du LBE
Nous supposons que ces divergences peuvent-ése due

» Aux différentes méthode®en effet, sur site, la méthode par titrimétriét@ utilisée pour
connaitre la concentration en AGV Totale alors guleBE c’est la méthode par
chromatographie qui permet de connaitre la nattira e€oncentration des AGV dans
I'échantillon.

» A la méthode de calculAu LBE, la matiere séche est prise en compte tkmmésultat
alors que sur site seule la dilution de I'échamrilest prise en compte.

> Aux différents temps d’agitationEn effet au LBE, I'échantillon est mis sous atian
pendant 30 minutes alors que sur site le tempstdtaon est de 5 minutes. Nous pouvons
supposer que pendant ces 30 minutes certains AGM temps de s’évaporer.

» Au transport Le transport peut étre une cause de différeneesdarant le transport
I'échantillon est congelé puis décongelé. Nous posvdonc supposer qu’il y a une
dénaturation de I'échantillon.

Test sur I'agitation

Trois échantillons sont prélevés sur un méme dagjeBour chacun des échantillons, 10 g de
digestat sont prélevés aux quels 30dteau sont ajoutés.

> Le temps d’agitation

* Premier échantillon : il est placé pendant 5 migiga agitation a I'aide d’un agitateur
magnétique et a lair libre.

» Deuxiéme échantillon : il est placé pendant 30 tesen agitation et a 'air libre.
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e Troisieme échantillon : il est placé dans une fiblrmétique pendant 30 minutes en
agitation.

Pour chaque échantillon la concentration en AGV seesurée en triple afin d’observer
la régularité des mesures a l'aide de la méthodelpamatographie. Cependant, dans cette
expeérience pour les trois échantillons la vitesagitation n’était pas controlée.

» Avec la méme vitesse d’agitation 200 trs/mn massi@anéme temps

Cette expérience est réalisée sur deux échantgilamsenant du méme digestat, avec les
mémes proportions (c’est a dire 10 g de digestas & ni d’eau), avec le méme systeme
d’agitation (appareil d’agitation + agitateur matipée) et avec la méme vitesse d’agitation
200 trs/min. Ainsi, si on obtient la méme différenque précédemment, nous pourrons
supposer que cette différence provient uniguementl’létérogénéité des échantillons
prélevés.

* Premier échantillon : temps d’agitation 5 min

* Deuxieme échantillon : temps d’agitation 30 min

Test sur le transport

Deux échantillons sont prélevés a sur le site imahls lIs sont dosés le jour de leur
prélevement le premier le 29/03/07 et I'autre 1€0@207.

L’échantillon du 29/03 est congelé alors que I'éthian du 02/04 reste a température
ambiante ainsi une simulation de transport ests&al Une partie de chaque échantillon sera
envoyée au LBE le jour du prélévement du deuxieim& aous avons un échantillon congelé
et un autre frais mais ayant tout les deux subisansport.

Le jour de la réception du digestat, la méthodanétrique sont effectuées en paralléle au
LBE et sur site. Les deux échantillons sont réaldains les mémes conditions c’est a dire 50g
de digestat dans 200tmd’eau et avec un temps d’agitation de 5 min. Chadasage
titrimétrique est réalisé 3 fois. Au LBE la méthgar chromatographie est aussi réalisée et
apres avoir effectué le dosage, le surnageantcsagelé et titré plus tard. Le reste de digestat
des deux échantillons sera congelé a -20°C.

Au LBE, sur chaque reste de digestat ainsi quelesirsurnageants congelés, les deux
méthodes sont refaites pour savoir l'influence lgy'ia a congeler du digestat ou du
surnageant.

Comparaison des différentes techniques d’analysegs AGV

Les essais de dosage sont effectués sur un digessée industriel qui n’a pas été congelé et
qui est maintenu a 4°C. Sur ce digestat, les dessmya effectués en triple par la méthode
titrimétrique et par la méthode chromatographigies deux méthodes sont décrites dans le
paragraphe suivant (11-2). La préparation des éilars est également décrite dans ces
paragraphes.

Tous les résultats sont exprimés dans la méme poité pouvoir comparer les deux
méthodes. L'unité utilisée est exprimée en ggCEIOH/Kg digestat.

» Expression des résultats obtenus par chromatogeaphi
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Nous obtenons pour chaque essai la compositioiilléétainsi que la concentration C erf g/
de chaque AGV (& GC;,...).

Premierement, il y a transformation deé e molf pour chaque AGV
- Pour G (CH;COOH)
Masse molaire de GGEZOOH = 60g/mol
C (molf) = C (gk) / 60
- Pour G( CHs-CH,-COOH)
Masse molaire de GHCH,-COOH = 74g/mol
C(moll)=C (gh)/ 74
Et de méme jusqu’a C5.

Deuxiémement, la somme, de toutes les concentsagarmolf de tous les AGV que
contient chaque essai, est calculée. Ainsi notenobs le total des AGV en mbl/

Ce total est divisé par la masse molaire dg@PDH. Ainsi les résultats obtenus sont
exprimés en g CECOOH/X.

Pour passer des g @QEIOOHA aux g CHCOOH/kg de digestat, il faut revenir a
I'échantillon de départ c’est a dire les 10 g dgedtat dans 30 ind’eau. Dans les 10 g de
digestat, il y a a la fois la matiere seche maissade I'eau c’est pourquoi il faut en tenir
compte.

Calculs:
(30me+ (1-%MS)*10g) * C (gf) = C (g/kg de digestat) * 10g
C (g/kg de digestat) = (30mL+ (1-%MS)*10g) * C (yL0g

= (3+1-%MS)* C (y/

Ainsi la concentration en AGV de I'échantillon extprimée en g de GGOOH/kg de
digestat.

» Modification des résultats obtenus par titrimétrie

Nous obtenons des résultats en g dg@BOHA et I'unité finale est exprimés en g de
CH3;COOHY/kg de digestat donc comme précedemment ilréaugnir a I'échantillon de départ
c’est a dire 20g de digestat dans 10Gteau.

Calcul:
(200mL+ (1-9%0MS)*20g)* C (df) = C (g/kg de digestat) * 20g
C (g/kg de digestat) = (100mL+ (1-%MS)*20g) * C{g20g
= (5+1-%MS)* C (o/

Ainsi nous aurons tous les résultats dans la ménii&.uNous pourrons donc les
comparer et voir si les divergences entre les tasubbtenus au LBE et ceux obtenus au sur
site viennent des différentes méthodes.
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Les différentes techniques d’analyses

Par chromatographie

La méthode de dosage des AGV par chrommatographi&té décrite dans le
paragraphdl.3.8.

Par titrimétrie
» Préparation des échantillons

A température ambiante, 20 g de digestat sont y@gleauxquels sont ajoutés 100m
d’eau. Ce mélange est placé pendant 30 min sotatiagia I'aide d’un agitateur magnétique
puis il est passé sur le tamis et centrifugé. Daois bécher, 10 ith de surnageant sont
prélevés auxquels sont ajoutés 16dteau.

» Deétermination du TAC (Taux Alcalimétrique Complet)

Mode opératoire :
La solution préparée de 25 rast agitée continuellement et le pH initial essuaré.
Un volume V1 de la solution d’acide sulfurique & B, est versé jusqu’a obtenir un pH = 4.

Réactions chimiquesCO;> + HO" -~ H,0 + HCQ
HGO+ HO" - H,O + H,CO;s
Calculs TAC TAC =V1*0.5 (gt de CaCQ)
» Détermination de la concentration en AGV
Mode opératoire :
L’acide sulfurique est versé jusqu’a avoir un pQd,5.
Puis la solution est portée a ébullition pendanin3puis laissée refroidir.
Un volume V2 de NaOH a 0,1 N est versé jusqu’atdr=gt.
Un volume V3 est versé jusqu’a un pH =7
Réaction chimiqueCH;COOH + OH - CHCOO™ + HO
Calcul de la concentration en AGVMGV = (V3-V2) * 0,6 (gt de CHCOOH)
Comparaison des différentes méthodes : résultats

Sur I'agitation

Les résultats suivants ont été obtenus pour deagdesd’AGV par la méthode
chromatographique et avec un ratio de 10g de w@iggsour 30 i d’eau lors de I'extraction.
Pour chaque échantillon, le digestat utilisé estéme.

» Test avec différents temps d’agitation et une séebagitation non contrélée

Des tests ont été réalises avec difféerents temagitdtion. Les échantillons n’ont pas été
traités avec le méme systéme d’agitation : la s@asétait pas controlée.

Les résultats des dosages d’AGV sont présentésieltaideau 1.
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Tableau 1: Test d'agitation avec des temps d’agitationédéhts

Intervalle de
confiance 95%

Essail Essai2 Essai3 Moyenne Ecart type

Echantillon 1

Eq HAc/kg de 7,607 7,347 7,811 7,589 0,232 0,263
digestat

Echantillon2

Eq HAc/kg de 7,844 8,046 8,285 8,058 0,221 0,250
digestat

Echantillon3

Eq HAc/kg de 7,844 7,495 7,328 7,556 0,263 0,298
digestat

D’apres letableau 1, pour les trois essais réalisés avec [I'échantilloqui ont un temps
d’agitation de 5 minutes, la moyenne des conceairsiten AGV est de 7,589 g/kg avec un
intervalle de confiance de £ 0,263 g/kg. Les rédsltle I'échantillon 2nt été obtenus avec
un temps d’agitation de 30 minute, la moyenne d@s essais avec un temps d’agitation de
30 minutes est de 8,058 + 0,250 g/kg.

Pour les trois essais réalisés avec I'échantillane® un temps d’agitation de 30 minutes dans
une fiole fermée, la moyenne des résultats est&#6 % 0,298g/kg.

> Test avec des temps d’agitation différents mais &/enéme systéme d’agitation

Des dosages d’AGV ont été realisés avec des teragsadion différents apres que le digestat

utilisé précédemment ait été congelé puis décongek® seconde fois. Pour ces deux

échantillons la vitesse d’agitation était controktemaintenue a 200 tr/min. Pour chaque

échantillon, deux essais ont été réalisés. Ledta¢sles dosages d’AGV sont présentés dans
le tableau 2.

» Tableau 2 Test avec une vitesse d’agitation de 200tr/miavet des temps d’agitation différents

Essail Essai2 Moyenne

Echantillon 1 7.271 7.301 7,286

(Eq HAc/kg de digestat)
Echantillon 2

(Eq HAc/kg de digestat) 6,593 6,630 6,611

D’apreés letableau 2 dans I'échantillon 1, la moyenne des deux esggaitsés avec un temps
d’agitation de 5 minutes et avec une vitesse dér20 est de 7,286 g/kg .

Pour I'échantillon 2 qui a été traité avec une sste de 200tr/min et un temps d’agitation de 30
minutesla moyenne des deux essais est de 6,611g/kg.
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Sur le transport et les méthodes d’analyse
» Sur le transport

» Reésultats obtenus sur site

L’échantillon prélevé le jeudi 29/03 a été congmlés décongelé pour étre titré le mardi 03/04
comme s'il avait subi un transport, alors que ladiilon du 02/04 n’a pas été congelé et est
resté a température ambiante durant toute une §euavant d'étre titré. L&ableau 3
présente les résultats des dosages d’AGV sur tesmtiitons.

Tableau 3: Test sur le transport - Résultats obtenus asgigipar titrimétrie

CReeD
Date de Date AGV
prélevement d'analyse recalculés (g/
kg d'échant)
Jeudi29/03 Jeudi29/03 7,132
Lundi 02/04  lundi 02/04 8,61
Jeudi 29/03  Mardi 03/04 7,811
Lundi 02/04 Mardi 03/04 8,266

» Résultats obtenus au LBE réalisé le mardi 3 apriéaréception des digestats.
Les Tableaux 4 et 5présentent respectivement les résultats obtenusli@daest du transport
au LBE par la méthode titrimétrique et par chrorgedphie.

+ par la méthode de titrimétrie

Tableau 4 Test sur le transport — Résultats du LBE plimitrie

Etat Dilr?itei:fat Surnageant conge|®igestat congelé
Essail 7,012 6,467 6,949
Essai2 6,705 6,705 6,881
29-mars Essai3 6,467 6,744
moyenne 6,859 6,547 6,858
IC(95%) 0,300 0,138 0,118
Ecart type 0,217 0,156 0,104
Etat Dilr?itei:fat Surnageant conge|®igestat congelé
Essail 7,327 6,774 5,791
Essai2 7,603 6,359 6,812
02-avril Essai3 7,189 5,150 7,153
moyenne 7,373 6,094 6,585
IC(95%) 0,211 0,844 0,802
Ecart type 0,239 0,955 0,709
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% par la méthode de chromatographie

Tableau 5: Test sur le transport — Résultats du LBE paorctatographie
Etat Dilr?i'?iz}at Surnageant conge|®igestat congelg
Essail 7,755 7,974 8,774
Essai2 7,941 8,167 8,567
29 mars Essai3 7,666 8,762 8,185
Moyenne 7,787 8,301 8,509
IC(95%) 0,159 0,465 0,338
Ecart type 0,141 0,411 0,299
Etat Dilr?igei:}at Surnageant congel®igestat congelg
Essail 8,257 9,052 8,710
Essai2 8,344 8,962 8,914
02 avril Essai3 7,762 8,982 9,103
Moyenne 8,121 8,999 8,909
IC(95%) 0,355 0,053 0,355
Ecart type 0,314 0,047 0,314

» _Sur les méthodes d'analyse
Comparaison des techniques d’analyse a partiréestats obtenus sur le test de transport

Les Tableaux 6 et 7présentent respectivement la comparaison des dlitiés méthodes
d’analyse obtenus sur le test de transport daokdi#illon du 29/03 et dans I'échantillon du

02/04.
Tableaux 6: Comparaison des différentes méthodes obtenusesiast de transport :

Echantillon du 29/03

Digestat congelé Surnageant congele Digestat détdn
Méthode |chromatographietitrimétrie | chromatographigtitrimétrie| chromatographigtitrimétrie
moyenne 7,787 6,859 8,301 6,547 8,509 6,858
IC(95%) 0,159 0,300 0,465 0,138 0,338 0,118
Ecart type 0,141 0,217 0,411 0,156 0,299 0,104
Différence
entre les 12.67% 23.63% 21.49%
méthodeg
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Tableaux 7: Comparaison des différentes méthodes obtenus dest de transport : Echantillon du

02/04

Digestat congelé Surnageant congele Digestat oadéte
Méthode | chromatographie titrimétrlechromatographiegtitrimétrie| chromatographig titrimétrie
moyenne 8,121 7,373 8,999 6,094 8,909 6,58%
IC(95%) 0,355 0,211 0,053 0,844 0,355 0,802
Ecart type 0,314 0,239 0,047 0,955 0,314 0,709
Différence
entre les 9% 38.49% 30%
méthodes

Lestableaux 6 et 7montrent une différence en moyenne de 21% entrddas techniques
d’analyse.

« Résultats des différentes techniques d’analyseséss sur un méme digestat au LBE.

Les Tableaux 8 et 9présentent respectivement les résultats obteni8Bupar la méthode
titrimétrique et par chromatographie.

% Résultats obtenus par chromatographie

Tableau 8: Concentration des AGV par chromatographie réalis LBE

Intervalle de
confiance (95%)

0,157

Ecart
type
0,113

Essail Essai2 Essaii Moyenne

Eq HAc/kg de

digestat 6.47

6,3 6,46 6,64

D’aprés letableau 8 la moyenne pour la concentration total en AGY des 6.47 g de
CH3COOH/kg de digestat a + 0.157 (avec un intervadlecdnfiance a 95%). Les résultats
obtenus sont pratiquement similaires.

% Résultats obtenus par titrimétrie

Tableau 9: Concentration des AGV par titrimétrie réaliséeLBE

. pH V1 TAC V2 V3 AGV AGV
initial  (mf) (gt de CaCO3) (mf) (mt) (g/t) (g/kg)
Essail 7,88 3,5 1,75 055 2.2 0,99 5,62
Essai2 7,93 3,35 1,68 0,4 1,8 0,84 4,77
Essai3 7,94 3,5 1,75 0,45 1,75 0,78 4,43

D’aprés letableau 9,la moyenne des trois essais est de 4.94 g & CBH/kg de
digestat a + 0,695 (avec un intervalle de confian€8%).
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Discussion
Test sur I'agitation
> Comparaison des résultats obtenus avec les tr@mjar échantillons

Le tableau 10 et le graphe 2eprésentent les résultats des trois échantilléakisés avec
pour le premier un temps d’agitation de 5 minupesyr le deuxieme et le troisieme avec un
temps d’agitation de 30 minutes mais le troisierdéearéalisé dans une fiole hermétique.

Tableau 10et Graphe 2: Tableau récapitulatif et comparaison des résuttattest d'agitation

Echantillons 1 2 3
.Te.mp.s 5min  30min 30min
d'agitation
Etat ouvert ouvert fermé
Essail 7,607 7,844 7,844
Essai2 7,347 8,046 7,495
Essai3 7,811 8,285 7,328

Moyenne 7,589 8,058 7,556
Ecart type 0,232 0,221 0,263
IC(95%) 0,263 0,250 0,298

Comparaison des résultats de I'agitation

8,4

8,2 1
g 8 L 4
> — —
= 7,8 io moyenne
_% 7,6 * Py

7,4 T

7,2 ‘ ‘

0 1 2 3 4
Essais

> Comparaison des résultats avec des temps d’agitdifiérents

Dans letableau 10et surla figure 16, nous remarquons que les échantillons 1 et 3 sont
tres proches alors que I'essai 2 a des valeursiplpsrtantes. Toutefois, sur la figure 15, il y
a entre les trois échantillons des valeurs commuBresomparant les échantillons 1 et 2, le
test de Student donne une probabilité de 6,4 % lememt pour que les deux valeurs
proviennent de deux populations sous-jacentes dganiéme moyenne. Il y a donc une
différence significative entre ces deux valeurs amalie n’'est que de 6,1 % de la valeur
mesurée. En comparant les échantillons 2 et 3dede Student donne une probabilité de
6,6 % seulement pour que les deux valeurs proei@nde deux populations sous-jacentes
ayant la méme moyenne. Il y a donc une différengeficative entre ces deux valeurs mais
elle n'est que de 6,5 % de la valeur mesurée. Ebarparant les échantillons 1 et 3, le test de
Student donne une probabilité de 87,9 % pour geedeux valeurs proviennent de deux
populations sous-jacentes ayant la méme moyenndiffeaence entre les deux est de 0.4 %.
Ces deux échantillons n’ont ni les mémes tempsitd@ns ni les mémes conditions
opératoires : I'un est ouvert et l'autre est ferrm&pendant les résultats obtenus restent trés
proches. Cela peut étre di aux variations expétatesn Toutefois, il est important de noter
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que ces deux échantillons ont été traités avec@menappareil d’agitation. C’est pourquoi
nous avons réalisé une nouvelle expérience avesystéme d’agitation identique dans tous
les cas.

» Comparaison des résultats avec le méme systemiadion
Le Tableau 11permet la comparaison des résultats obtenus s éehantillons ayant le
méme systeme d’agitation avec une vitesse de B@iAtnhais avec des temps d’agitation
différents.

Tableau 11: Tableau de comparaison des résultats avec utati@g controlée de 200tr/min

Temps d'agitation 5minp30min
Essail 7,271| 6,593
Essai2 7,301 6,630

Moyenne 7,286| 6,611

D’aprés letableau 11,les intervalles de confiances ne se chevauchentpoas le
premier il est de [7.257 ; 7.315] et pour le demeede [6.585 ; 6.637].
Le test de Student donne une probabilité de 0 ¥Wylh statistiquement aucune chance pour
gue les deux valeurs proviennent de deux populaonis-jacentes ayant la méme moyenne.
La différence entre les deux est de 10 %.
En comparant avec les résultats de comparaison édbsintilons 1 et 2 obtenus
précédemment, les résultats sont inversés : cedd an temps d’agitation de 5min est plus
important que celui avec un temps d’agitation demd®. De plus, la différence est plus
importante quand les deux échantillons ont le m&yseeme d’agitation.
Nous pouvons en conclure que le temps d’agitatiame influence sur la concentration en
AGV mesurée.
Cependant, ces valeurs montrent que méme si @lesmt pas identiques, les différences ne
sont pas non plus tres importantes.
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Test sur le transport

» Comparaison des résultats entre le sur site @Ble L

Le Tableau 12permet la comparaison des résultats obtenus sestlele transport entre le sur

site et le LBE.

Tableau 12 :Test sur le transport - Comparaison des résultate & site industriel et le LBE

lieu méthode frais ou transport ou | stockage Movenne Ecart
S décongelé non LBE y type
(@)}
‘;‘ Sur Frais non 7,132
2 site Titrimétrie simulation
S Décongelé 7,811
= transport
[
8 Titrimétrie oui digestat 6,859 0,22
0 | LBE Décongelé et

Chromatographie oui surnageant 7,787 0,14

5 Frais non 8,610
S | Sur Titrimetri . .
> site itrimétrie _ simulation
© Frais transport sans 8,266
15 congélation
= Titrimétrie Frais ouli digestat 7,373 0,21
S | LBE et
L Chromatographie  Frais oui surnageant 8,121 0,31

D’aprés letableau 12 en comparant les résultats obtenus sur site, |fErantillon

du 29/03, nous observons une augmentation de kzentmnation en AGV apres congélation et
décongélation. Ceci est di au fait que la décotigél&@ndommage la paroi des cellules et
libére ainsi des AGV. Alors que pour I'échantillda 02/04 qui n'a pas été congelé, il y a une
diminution de la concentration.
Au LBE, aprés réception des échantillons (une jéerde transport), on remarque que pour
les deux échantillons, que ce soit avec la métlobdematographique ou titrimétrique, il y a
diminution de la concentration en AGV qui peut &ue a une évaporation de ces molécules
volatiles au cours du transport ou encore a uneadé@gon par les microorganismes.

Pour I'échantillon du 29/03, entre les résultateenhs sur site et ceux obtenus au LBE il
y a une différence de 13 % et pour I'échantillonr0@/04 il y a une différence de 11,4 %. Ces
différences sont trop faibles pour pouvoir expligcelles observées avant cette étude.

» Résultats obtenus au LBE sur l'influence de la ébaitiipn de surnageant ou de digestat
Le Tableau 13permet d’observer I'influence de la congélatiorsdenageant ou de digestat.
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Tableau 13: Test transport — Comparaison des variationfilémce de la congélation de surnageant
ou de digestat

Digestat | Surnageant Digestat
initial congelé | recongelé
Echantillon du
20/03 6,859 6,547 6,858
Echantillon du
02/04 7,373 6,094 6,585

Apres comparaison des résultatalfleau 13) pour les deux échantillons il y a une
diminution de la concentration en AGV par rappartdégestat initial. Cela s’explique par le
fait que pendant la congélation il y a rupture d@etaines parois cellulaires entrainant la
libération des AGV. Cependant il est plus facile luteser les parois cellulaires dans le
surnageant que dans le digestat qui forme une derteatrice protectrice. C’est pourquoi les
variations sont moins importantes entre le digasitil et le digestat recongelé qu’avec le
surnageant congelé. Il est donc préférable du denge digestat brut que du surnageant
extrait.

Comparaison des techniques d’analyse

Le Tableau 14compare les différences observées entre la métpadehromatographie et
par la méthode titrimétrique au moment du testrausport.

Tableau 14: Tableau récapitulatif des différences entredegx méthodes obtenues au moment du
test du transport

Digestat congelé Surnageant congelg Digestat oadéte
3 Méthode | chromatograpHi&itrimétrie |chromatographigitrimétrie|chromatographiitrimétrie
S o moyenne 7,787 6,859 8,301 6,547 8,509 6,858
= 9 | 1C(95%) 0,159 0,300 0,465 0,138 0,338 0,118
c & | Différence
S ente les 13% 24% 21%
L méthodes
3 Méthode | chromatographi&trimétrie |chromatographigitrimétrie/chromatographigitrimétrie
S ., |_moyenne 8,121 7,373 8,999 6,094 8,909 6,385
= 9 | IC(95%) 0,355 0,211 0,053 0,844 0,355 0,802
S S | Différence
S ente les 10% 38% 30%
L méthodes

D’aprés letableau 14 il y a toujours une différence entre ces deuxhmes qui est
en moyenne de 21%. Méme en tenant compte des aflfesrvde confiance (95 %)nous
remarquons gu’il 'y a aucune valeur commune auxxdatervalles. lls ne se chevauchent
pas.

Un test de conformité selon la loi statistique deid8nt qui permet de connaitre
statistiquement si la valeur pourrait étre la méemere les deux méthodes, donne une
probabilité en moyenne de 1 % pour que les deukadés donnent des valeurs identiques.

Le Tableau 15permet la comparaison des deux techniques d’anedgdisées au LBE.
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Tableau 15: Tableau de comparaison des deux techniqueslg&na

Méthode | chromatographiditrimetrie
Essail 6,304 5,62
Essai2 6,457 4,77
Essai3 6,645 4,428

moyenne 6,470 4,939

+ 0,193 0,695
Ecart type 0,170 0,613

Dans letableau 15 si I'on tient compte des intervalles de confiamo@us obtenons
pour la méthode par chromatographie un intervadl¢6c277 ; 6.663] et pour la méthode par
titrimétrie un intervalle de [4.244; 5.634]. Commescédemment, il n'y a aucune valeur
commune aux deux intervalles.

La loi statistique de Student, donne une proba&bde& 4 % pour que les deux valeurs
soient identiques. Nous pouvons donc considéredepideux méthodes ne donnent pas des
résultats identiques. Ici la différence entre leaxd méthodes est de 26,8 % cette valeur reste
assez proche de celle trouvée précédemment erardltaimoyenne des différences.

Conclusion

Pour chaque expérience, les résultats obtenugigtérents. Toutefois, ils restent assez
proches. Pour le test sur le temps d’agitatiory, a peut étre évaporation de certains AGV
guand le temps d’agitation est plus important npais assez pour expliquer les différences
observées au départ. Pour le test sur le trangpapres les résultats obtenus, il y a bien une
Iégere perte de la concentration en AGV a force lgudigestat soit congelé et décongelé
mais, comme pour le test d’agitation, les difféesobservées ne sont pas trés importantes.
Les différentes techniques d’analyse utilisées pliggent pas non plus ces différences. De
plus, dans les différences de départ entre leirsihestriel et le LBE, les mesures réalisées
avec la technique par chromatographie donnent diesing plus faibles qu’avec la méthode
par titrimétrie, alors que pour chaque expériereeamparaison des deux méthodes réalisées
au LBE nous obtenons des résultats plus importaves la méthode par chromatographie
gu’'avec la méthode par titrimétrie.

Nous pouvons donc conclure que les différentes oaéth utilisées par le LBE et le site
industriel, les paramétres d’extraction, le tramsmlu digestat et sa congélation ont une
influence sur les mesures de la concentration eV A@n digestat. Toutefois, toutes les
différences observées ne sont pas assez importpatesexpliquer les larges différences
observées sur les résultats de départ. Nous ne esmas parvenus a reproduire les erreurs
observées par le passé.
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ANNEXE 3 : QUELQUES PROTOCOLES IEXTRACTION ENZYMATIQUE

Référence

Source d’enzym

es Méthode proposée

Jones et Grainger,
1983

Ordures
ménageres brute

Agitation de I'échantillon en présence de
Triton x-100 (0,2 %) et de MgSO
sCentrifugation (2 500 ou 4 08Q)
Mesures effectuées sur le surnageant

Gessesset al, 2003

Boues activées

Agitation dans la glace en présence de Triton x-100
Centrifugation 10 min (5 00@ ; 4°C)

Mesures sur le surnageant

Sonication possible du culot (30 min) en préserece (
Triton x-100, centrifugation 15 min (10 08g) et
récupération du surnageant

Palmisanaet al,
1993

Ordures
ménageres brute

IdemGessesse et al. (2008ais centrifugation
sa 10 00&g

Maunoiret al, 1991,
Sabil, 1991

Boues de fosse
septique

Centrifugation 15min (2 50@Q)
Resuspension du culot dans I'eau distillée
Centrifugation 15min (3 80@)

Extraction sur le culot 15 min dans

Triton x-100 (0,3 %)

Centrifugation 15 min (7 00®)

Mesures sur le surnageant

Enzymes localisées dans la phase solide

Philip et al, 1993

Boues de fosse
septique

Centrifugation 15 min (2 46@)
Ultracentrifugation du surnageant 1h (142 9P
Mesures sur le surnageant obtenu

Parawiraet al, 2005

Résidus de pommes

de terre

Centrifugation 10 min (3 06®)

Mesures directes sur le surnageant (enzymes libres
Lavage du culot dans tampon Phosphate pH 7,0
entrifugation 10 min (3 00®)

Resuspension du culot dans tampon Acétate pH 6,(
pour mesures d’activités des enzymes fixées aux
cellules

He et al, 2006

Boues activées d
station d’épuratior

Décantation des boues

Centrifugation du décantat 30 min (2 500 rpm)

| Lavage du culot dans NaCl 0,9 %
;Centrifugation 30 min (2 500 rpm)

Reprise du culot dans tampon Phosphate pH 7,2
Centrifugation 30 min (3 000 rpm)

Mesures sur le surnageant

Fahey et Caplan,
1981

Boues activées

Pas d’extraction : mesure d’activité sur I'échdonil

brute
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ANNEXE 4 : MESURES DACTIVITE AMYLASIQUE

Référence

Méthode proposée

Jones et Grainger, 1983

1 mt d’extrait + 1 mf d’amidon soluble 1% dans
tampon phosphate pH 7,0
Incubation a 37°C
Dosage des sucres réduits par la méthode au [DNS
Ajout de 4 i{ d’eau

Mesure de I'absorbance a 500 nm

Parawiraet al, 2005

Incubation de I'extrait & 37°C en présence
d’amidon soluble dans tampon Acétate, pH 6,
Dosage du glucose

L4

Palmisanaet al, 1993

Utilisation dup-nitrophenyla D-maltoheptaosidg
(PNPG7) comme substrat.

Incubation & 37°C

Mesure de I'absorbance a 405 nm

A\1”4
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ANNEXE 5 : MESURES DACTIVITE CELLULASIQUE

> Substrat Cellulose-azure

Référence

Méthode proposée

Jones et Grainger, 1983

1 mt d’extrait + 10 mg de cellulose-azure dans du
tampon Phosphate pH 7.0 ou tampon Acétate pH
3Incubation a 37°C

Arrét de la réaction par ajout de 2,5 de TCA
Mesure de I'absorbance a 594 nm

5,0

Lai et al, 2001

Suspension de cellulose-azure dans tampon acétate

pH 5,0

Ajout de I'extrait et agitation
Incubation a 38°C

Filtration a 0,45.m

Mesure de I'absorbance a 595 nm

Palmisanaet al, 1993

2 mt d’extrait enzymatique + 100 mg de celluloset

azure dans 3 fnde tampon citrate, pH 4,8
Incubation & 37°C

Mélange portée a ébullition pour stopper la réacti
Filtration sur papier filtre Whatman n°1 (Oj48)

Mesure de I'absorbance a 595 nm

(=)

» Substrat CarboxyMeéthylCellulose (CMC)

Référence

Méthode proposée

Parawiraet al, 2005

Incubation de I'extrait a 37°C en présence de
carboxyméthylcellulose (CMC) dans tampon acét
pH 6,0

ate,

Maunoiret al, 1991

Incubation de 'extrait 24h & 37°C en présence
carboxyméthylcellulose (CMC) dans tampon acét
pH 4,5

ate,

Dosage du glucose libéré par la méthode de Park et

Jonhson (1949)

Philip et al, 1993

Incubation de I'extrait a 37°C en présence de
carboxyméthylcellulose (CMC), a pH 4,5

Mesure a 700 nm
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ANNEXE 6: MESURES DACTIVITE PROTEASIQUE(AZOCOLL)

Référence

Méthode proposée

Jones et Grainger, 1983,
Palmisanaet al, 1993

1 mt d’extrait enzymatique + 10 mg Azocoll + I rampon
sodium phosphate pH 9,0

Incubation & 37°C

Arrét de la réaction par ajout de 2,5 de TCA

Mesure de I'absorbance a 520 nm

Précision : la masse de protéine dégradée par ntagppo
I'absorbance obtenue est donnée en ajoutant deylies
commerciale a une masse croissante d’Azocoll (6xgp
dans le tampon et en mesurant I'absorbance obtenue.
L’activité est exprimée en mg d’Azocoll dégradé/dgMS.

Chaviraet al, 1984

0,250 g d’Azocoll dans 50 mde tampon Tris-HCI (pH 7,8
- suspension 5mg/tn

Agitation dans bécher 100(m

Utilisation de tubes eppendorf ZrBeckman microfuge)
Ajout de la suspension Azocoll + extrait

Vortex

Arrét de la réaction par immersion dans un baigldee
Vortex

Centrifugation

Mesure de I'absorbance du surnageant a 520 nm

Fahey et Caplan, 1981

Dans tubes a centrifuger de 13 m

0,5 m d’extrait + 5 nt de tampon phosphate (pH 7) +
0,0125 g d’Azocaoll

Vortex

Incubation 37°C

Vortex

Centrifugation 30 min (2 60@)

Mesure d’absorbance du surnageant (520 nm)

Zéro d’activité obtenu avec extrait autoclavé

Faire suspension Azocoll (5mgljrdans tampon (pH 7,0 -
PBS) contenant I'extrait

Documentation Fournisseurincuber 15 min a 37°C

(Calbiochem)

Refroidir les tubes dans un bain de glace et fikte
Whatman No.1
Mesure de I'absorbance du filtrat a 520 nm
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ANNEXE 7 : MESURES DACTIVITE PROTEASIQUE(CASEINE ETAZOCASEIN)

Référence

Méthode proposée

Gessesset al, 2003

Dans eppendorf 2

Azocasein 0,5 % (80@¢) dans tampon Tris-HCI pH 8 + 200
d’enzyme

Incubation 1h a 30°C

Ajout de 50Qu¢ de TCA

30 min d’incubation a T° ambiante

Centrifugation a 14 000 rpm

Récupération du surnageant et ajout de|206e NaOH
Mesure de I'absorbance a 440 nm

Richardset al, 1984,
Goelet al, 1997

Azocasein (1 ) + 2 m eau distillée + 1 hextrait
Incubation & 37°C

Arrét par ajout de TCA (21)

Centrifugation (2 600 rpm, 5 min)

2 m¢ surnageant + 2 fnMNaOH

Mesure absorbance 440 nm

Parawiraet al, 2005

Azocasein dans tampon Tris-HCI (pH 7,4) + extrait
Incubation 1h a 50°C

Ajout de 2 i{ de TCA

Centrifugation 10 min & 3 08Q

Mesure absorbance de surnageant a 380 nm

Gessesset al, 2003

Caséine

1 mt de caséine 2 % préparée dans tampon glycine-NaOH
pH 10

1 mt d’extrait

Incubation a 37°C

Ajout de 2 i{ de TCA

Centrifugation 10 min (5 06®)

Prélever 0,5 ide surnageant dans tube a hémolyse et y ajc
2,5 mt de carbonate de sodium + réactif de Folin
Incubation 30 min & T° ambiante

Lecture a 660 nm

uter

Philip et al, 1993

Caséine
caséine + extrait enzymatique + tampon pH 8
Incubation & 37°C

Lecture a 280 nm
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ANNEXE 8 : MESURES DACTIVITE LIPASIQUE

Référence

Méthode proposée

Jones et Grainger, 1983

Utilisation d’un kit de détermination Sigma :
meéthode titrimétrique

Sztajer et Maliszewska, 198

5 mt d’émulsion d’alcool tributyrine-polyvynil
(PVA) + 4 mt de tampon pH 7,0 + 1fn
d’échantillon
&ncubation sous agitation 30 min a 30°C

rrét de la réaction par ajout de 2@ dliun
meélange acétone-éthanol
Les acides libérés sont titrés par ajout de NaO
présence de thymolphtaléine

H en

Maunoiret al, 1991,
Philip et al, 1993

Hydrolyse de tributyrine a 25°C et pH 7,5
L’acide butyrique libéré est neutralisé par ajout
automatique de soude pour maintenir un pH

constant : méthode titrimétrique
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ANNEXE 9 : PROTOCOLE D'EXTRACTION ENZYMATIQUE
Réactif :
Solution de Triton x-100 a2 0,2 %

Prélever 2 i de solution commerciale a l'aide d'une pipettealpd® (solution
visqueuse).

Dans un bécher (@) agité contenant 600 trd’eau distillée, ajouter le Triton et attendre
la dilution du produit. Ajuster a fLavec de I'eau distillée dans une fiole jaugée.

Conserver dans une bouteille en verre.
Procédure :

Apres I'échantillonnage, peser 30 g de digestas filans un bécher et y ajouter 30 m
de solution d’extraction (Triton x-100 a 0,2 %).

Agiter pendant 1h dans un bain de glace.

Tamiser a 1 mm.

Centrifuger 20 minutes a 27 09 (15 000 rpm, rotor Beckman JA-20).
Conserver au frais.
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ANNEXE 10 : PROTOCOLE DE MESURE D’ ACTIVITE AMYLASIQUE

COﬂdItIOﬂS Tincubation: 37°C , pH = 7,0 , éﬂOnm

Réactifs :
- Tampon Phosphate pH 7,0
(Peser 71,6 g de NdPO,,12H,0 et dissoudre dans 60Q rd’eau distillée.
Ajuster a X dans une fiole jaugée : solution A.
Peser 13,6 g de KIRO, et dissoudre dans 300trd’eau distillée.
Ajuster a 500 rh : solution B.

Dans un grand bécher contenant la solution A, véassolution B jusqu’a atteindre pH
7,0.)

- Solution d’amidon soluble de pomme de terre a (0% gt)

(Peser 1 g d’'amidon, dissoudre dans I'eau distdl&igs agitation et en chauffant a 90°C
environ la solution jusqu’a disparition du trouble.

Ajuster a 100 ri dans une fiole jaugée avec de 'eau distillée.)

- Solution de glucose a 1 % (0,Xp/

(Peser 1g d’amidon, dissoudre dans I'eau distéea@juster a 100fndans une fiole
jaugée. Noter la pesée.)

- Réactif au DNS (acide dinitrosalicylique)

(Peser 2,6 g de KOH; 1,5g de NaOH et 1,7 g d&adiNS. Dissoudre dans I'eau
distillée sous agitation. Ajuster a 10@ rdans une fiole jaugée et conserver a l'abri de la
lumiere.)

- Extrait enzymatique

Procédure :
Allumer le bain-marie a 100°C au moins 4h avantiisation.
Allumer le bain-marie réglé a 37°C et le spectraphwetre.

» Préparation de la gamme étalon de glucose (1 %) :

[Glucose] (mg/tube) 0 2 4
\Y Tampon pH 7.C(mE)

Vv Solution glucose (10/:§m8)
V Eau distilee(M)

V DNS (m{%)

PR OR
o
N
o
™~
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» Milieu réactionnel :
6 tubes a essai sont nécessaires afin de réaigérd et I'essai en triple. lls doivent contenir :
- Tampon pH 7,0 (1 1)
- Solution d’amidon soluble de pomme de terre a (L %)
- Barreau aimanté
Les tubes sont placés sous agitation dans le baiire @fin d’atteindre 37°C.
- Extrait enzymatique (1 f.

— Incubation 1h a 37°C

Arrét de la réaction par ajout du réactif DNS (L) dans les essais. Dans les tubes indiquant
le zéro d’activité, le DNS est ajouté juste avéakttait enzymatique.

Vortexer tous les tubes (gamme + essai), les pattdrain marie a 100°C pendant 10 minutes
puis les refroidir immédiatement dans une bainldeeg

Ajouter 4 nt d’eau distillée a chaque tube pour atténuer laratibn.

Lire 'absorbance a 540 nm.

Calculs :

ADOs40 nm= ZDOs40nm esséd - ZDOsa0nm z6rb3

La ADOs40nm €st convertie en g de glucose formé grace a ltémuale la droite
d’étalonnage.

Activité = g de glucose formé/[temps d’incubatiomjimasse de digestat extraite(g)]
Unité : g de glucose formé/mn.g de digestat

L’activité enzymatique peut également étre exprim@e
- g de glucose formé/mn.g de Matiere Seche (mesurele digestat)
- g de glucose formé/mn.g de protéines (mesurég ldadirait) - activité spécifique
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ANNEXE 11 : PROTOCOLE DE MESURE D’ACTIVITE CELLULASIQUE

COﬂdItIOﬂS Tincubation: 37°C , pH = 7,0 , éQO nm

Réactifs :
- Tampon Phosphate pH 7,0
(Peser 71,6 g de NdPO,,12H,0 et dissoudre dans 60Q r’eau distillée.
Ajuster a 1¢ dans une fiole jaugée : solution A.
Peser 13,6 g de KIRO, et dissoudre dans 300trd’eau distillée.
Ajuster a 500 rh : solution B.

Dans un grand bécher contenant la solution A, vdessolution B jusqu’a atteindre
pH 710')

- Substrat cellulose-Azure rincé et séché

- TCAS5%
(Peser 25 g de TCA et dissoudre dans I'eau distifguster a 500 fhdans une fiole jaugée.)

- Extrait enzymatique

Procédure :
» Ringage de la cellulose-azure

Peser 0,14 g de cellulose-Azure dans un tube aifogar et ajouter 7 m d'eau
distillée (ou faire autre suspension a 20 mg/m

Centrifuger 20 mn a 3 08@ (5 000 rpm, rotor Beckman JA-20) et éliminer lensaigeant
dont I'absorbance a 520 nm doit étre inférieure3a Répéter donc I'ajout d’eau distillée et la
centrifugation jusqu’a ce que cet objectif soiemut.

La cellulose-Azure récupérée est ensuite séchéenuitea I'étuve a 60°C puis
conserveée au refrigérateur.

» Milieu réactionnel :

6 tubes a essais sont nécessaires afin de réldisatro et I'essai en triple. lls doivent
contenir :

- Tampon pH 7,0 (1 1)

- Cellulose-azure (0,010,005 g)

- Barreau aimanté

Les tubes sont placés sous agitation dans le baiire @fin d’atteindre 37°C.
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- Extrait enzymatique (1 f)

— Incubation 30min a 37°C
Arrét de la réaction par ajout de TCA 5% (1)rdans les essais. Dans les tubes indiquant le
zéro d’'activité, le TCA est ajouté juste avant ffax enzymatique.

Laisser décanter puis filtrer dans une cuve atggawotometre sur membrane de Nylon
(0,45um de porosité).

Mesure de I'absorbance a 520 nm.

Calculs :

ADOs20nm= ZDOs20nm esskd - ZDOs20nm z6rb3
Activité = ADOs,onm/[temps d’incubation(mn)*masse de digestat exd(gif
Unité : ADOszonm/mn.g de digestat
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ANNEXE 12: PROTOCOLE DE MESURE D’ ACTIVITE PROTEINASIQUE
(SUBSTRAT BSA)

CONDITIONS: Tincusation = 37°C,PH = 8,0

Réactifs :
- Tampon pH 8,0
(Peser 71,6 g de NdPO,,12H,0 et dissoudre dans 60Q r’eau distillée.
Ajuster a 1¢ dans une fiole jaugée : solution A.
Peser 13,6 g de KIRO, et dissoudre dans 300trd’eau distillée.
Ajuster a 500 rh : solution B.

Dans un grand bécher contenant la solution A, vdessolution B jusqu’a atteindre
pH 810')

- Solution de BSA a1 % (0,1@Q/

(Peser 0,2 g de BSA, dissoudre dans du tampon @Ko8is agitation douce pour éviter
la formation de mousse et ajuster a 20awec le tampon dans une fiole jaugée.)

- TCAa5%
(Peser 25 g de TCA et dissoudre dans I'eau distifguster a 500 fhdans une fiole jaugée.)

- Solution de carbonate de sodium 0,5 M
(Peser 5,3 g de carbonate de sodium, dissoudrd’danglistillée sous agitation et ajuster a
100 nt dans une fiole jaugée.)

- Reéactif de Folin-Ciocalteu 1N
(Diluer au ¥ la solution commerciale.)

- Extrait enzymatique

Procédure :
» Gamme étalon de BSA digérée:

Une solution de BSA a 1 % (soit 1&@u 10 mg/nf) correspondant a celle qui sera
additionnée au milieu réactionnel est préparée. &lhstituera la borne supérieure de la
gamme et sera utilisée comme solution mére polabldEation des dilutions intermédiaires a
2;4 ;6 et8 mg/m Les tubes de la gamme sont préparées de la fapamte :

[BSA] (mg/tube) 0 2 4 6 8 10
V Tampon pH 8.dMX) 4 3 3 3 3 3
Vv Dilution (mE) 0 1 1 1 1 1
V protéas( 1) 20 20 20 20 20 20
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Les tubes sont préchauffés au bain marie a 55°€284it d’une solution de protéase
commerciale est ajoutée. Une incubation d’'une ddidee heure est effectuée afin de
permettre la dégradation compléte de la BSA présdsuts chaque tube. Les acides aminés
libérés sont ensuite dosés par le réactif de Foilotalteu de la méme fagon que les essais
hormis les étapes de décantation et de centrifugati

» Milieu réactionnel :
6 tubes a essai sont nécessaires afin de réaigérd et I'essai en triple. lls doivent contenir :
- Solutionde BSA1% (1 M)
- Barreau aimanté
Les tubes sont placés sous agitation dans le baiiie mfin d’atteindre 37°C.
- Extrait enzymatique (1 f)

— Incubation a 37°C
Les tubes correspondant au zéro sont incubés ungeret ceux de I'essai durant 10 minutes.

Arrét de la réaction par ajout de TCA (2)et agitation douce.

Laisser décanter 30 minutes puis transférer endirom?t de surnageant dans un tube
Eppendorf (1,5 ).

Centrifuger 10 minutes a 5 000 rpm (MiniSpin-Epperfid

Prélever 0,5 rhde surnageant, ajouter 2,3 ohe solution de carbonate de sodium a 0,5 M
puis 0,5 nf de réactif de Folin-Ciocalteu 1 N. Vortexer et sarver a I'obscurité 2h.

Lire 'absorbance a 660 nm.

N.B. : La méme méthode peut étre mise en ceuvrdilesant la caséine comme substrat mais
sa dissolution s’avére plus difficile.
Calculs :

ADOgs0nm= ZDOs60nm esséd - ZDOgs0onm z6rb3

La ADOgsonm €St convertie epng de BSA dégradée grace a I'équation de la dridters
Activité = ug de BSA dégradée/[temps d’incubation(mn)*massdiglestat extraite(g)]
Unité : ug de BSA dégradée/mn.g de digedtat
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ANNEXE 13 : PROTOCOLE DE MESURE D’ ACTIVITE LIPASIQUE

CONDITIONS: Tincugation = 34°C,PH = 7,0
Réactifs :
- Tampon pH 7,0
(Peser 71,6 g de MdPO,,12H,0 et dissoudre dans 60Q rd’eau distillée.
Ajuster a 1¢ dans une fiole jaugée : solution A.
Peser 13,6 g de KIRO, et dissoudre dans 300trd’eau distillée.
Ajuster a 500 rh : solution B.

Dans un grand bécher contenant la solution A, vdessolution B jusqu’a atteindre
pH 7,0.)

- Emulsion trioléine (10 %) - alcool polyvinyle (RV, 2 %)

(Peser 4 g de PVA, dissoudre dans l'eau distilégs sagitation et chauffage jusqu’a
dissolution compléete du produit. Ajuster a 200 dans une fiole jaugée.

Peser 20 g de trioléine et diluer dans la solutderPVA. Ajuster a 200 imdans une
fiole jaugée.

Passer la solution aux ultrasons a une amplitud®dé durant 5 minutes dans un bain
de glace.)

- Solution d’arrét acétone - éthanol (1:1 v/v)
(Prélever 100 hde chaque produit et conserver dans une bouégilierre.)

- Solution titrante de soude a 0,05 M

(Peser 1 g de NaOH et dissoudre dans de 'ealiébstAjuster a 500 thdans une fiole
jaugée.

- Solution de thymolphtaléine (indicateur colore)

(Peser 0,1 g de thymolphtaléine et dissoudre datizahol sous agitation. Ajuster a
100 nt dans une fiole jaugée.

Procédure :
» Milieu réactionnel : bouteille en verre
- Emulsion trioléine-PVA (5 )
- Tampon pH 7,0 (4 1)
Placer les bouteilles a I'étuve a 34°C afin quek&quilibrent a cette température.
- Extrait enzymatique (1 f)

- Incubation a 34°C
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Arrét de la réaction par ajout de 2@dhe la solution acétone-éthanol.
Dans le cas du zéro d’activité, la solution d’ag€t ajoutée avant I'extrait enzymatique.
Centrifugation 10 minutes a 3 0.
Prélevement de 20 frde surnageant et ajout de quelques gouttes deotplyaléine.

Titration par la soude 0,05 M en surveillant I'appan et le maintien d’une coloration bleue.

Calculs :

1 mole de soude réagit avec 3 moles d’'acide oléique

D'ou 3V,Ca=VCy soit G =(VuCp)/ 3V,

Avec W, = Volume de soude versé j, €0,05 M (corriger avec la pesée)
Va = Volume de la prise d’essai (soit 2@)m

Activité = CJ/[temps d’incubation(mn)*masse de digestat ext(g)le

Unité : pmoles d’acide oléique formées/mn.g de digéstat
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