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RESUME

Les acides gras volatiles (AGV) sont des acides gras a chaine courte, produits a partir de la
fermentation acidogene. Ces acides peuvent étre une source efficace de carbone pour la
production de polyhydroxyalcanoates (PHA). Par contre, 'emploi de ces AGV est actuellement
limité par les colts élevés de leur production. Pour résoudre ce probléme et afin d’abaisser ces
colts de production, plusieurs recherches ont été effectuées afin de trouver des substrats de
production moins dispendieux et capables de supporter la production des AGV. A ce propos, les
boues d’épuration sont un substrat prometteur. L’intérét d’employer des boues d’épuration est
double puisque qu’il s’agit, dans un premier temps, de produire des AGV a des moindres colts
en utilisant un substrat économique. En un second lieu, il favorise la valorisation d’'un sous-
produit issu du traitement des eaux usées et dont I'élimination présente une problématique.
L’'objectif de ce travail est de produire des AGVs a partir de la fermentation acidogéne des
boues secondaires provenant du traitement des effluents issus de l'usine de pates et papiers,

sous des conditions contrdlées de pH et de température.

De nombreuses stratégies ont été suivies dans ce travail et ont permis d’améliorer les
performances du procédé de production des AGVs. Tout d’abord, trois expériences ont été
faites en ajoutant le glucose, le sucre de table et les eaux usées de I'industrie de 'amidon pour
améliorer I'activité des bactéries acidogénes. Ces expériences ont montré que le saccharose est
le meilleur. Ensuite, une autre étude a été réalisée afin de développer I'inoculum. Ces travaux
ont permis de déterminer qu’un inoculum préparé a partir de boues de traitement des effluents
issues de l'usine de pates et papiers, avec l'utilisation du saccharose comme additif, et
acclimaté dans des conditions acidogenes favorables, améliore la production des AGV et aboutit
a une réduction importante des matiéres volatiles en suspension (MVES). Un prétraitement
thermo-alcalin appliqué aux boues avant la fermentation a permis d’atteindre une concentration
importante des acides gras volatils totaux (AGVt) et de favoriser une réduction importante dans
les matieres en suspension (MES) et les MVES des boues hydrolysées utilisées (57% et 49%,

respectivement).

Finalement, d’autres séries d’expériences ont été effectuées pour optimiser les parametres
suivants : la concentration en MES, le pH et la température. Les résultats obtenus ont montré
que ces trois parameétres affectent significativement la production des AGVs. En effet, la

production maximum (12 820,8 mg/L) observée a été obtenue avec les boues concentrées a 35



g/L de MES. Au pH optimum de 10,0, les principaux AGV obtenus étaient : I'acide acétique,

I'acide propionique et I'acide iso-valérique.

Concernant la température, la production était tres importante et a augmenté rapidement sous
les trois températures étudiées (25, 35 et 45°C) (6 601 mg/L, 7 356,56 mg/L et 7 796 mg/L,
respectivement), alors qu’a 15°C, la production était faible (2 412 mg/L). De plus, aucune
variation significative de production des AGV n’a été remarquée entre les températures de 45°C
et 35°C.

Mots-clés : acide aceétique, acide gras, acide gras volatile, acide iso-valérique, acide
propionique, boues d’épuration, fermentation acidogéne, prétraitement thermo-alcalin,

polyhydroxyalkanoates.



ABSTRACT

The volatile fatty acids (VFA) are short-chain fatty acids produced from the acidogenic
fermentation. These acids may be carbon sources for polyhydroxyalkanoates (PHA) production.
However, the use of these VFA is currently limited by their high production costs. To solve this
problem, several studies have been conducted to find less expensive substrates capable of
producing the VFA. In this regard, the sewage sludge is a promising substrate. There are two
advantages of using sewage sludge : first, it reduces the cost of VFA production by using an
economic substrate; second, it converts the sludge as a by-product of wastewater treatment into
a value-added product and minimizes the problem of sludge disposal. Therefore, the objective of
this work is to produce VFAs from the acidogenic fermentation of secondary sludge from pulp

and paper industry, under controlled pH and temperature conditions.

Several strategies have been employed to improve the VFAs production process performance.
First, three experiments were conducted to enhance the activity of the acidogenic bacteria by
adding glucose, sucrose and starch industry wastewater, respectively. The best results were
obtained with sucrose. Then, studies were performed using different inocula. The results showed
that an inoculum prepared from sludge of the pulp and paper industry, with the use of sucrose
as an additive and acclimated in favorable acidogenic conditions improved the VFA production
and resulted in a significant reduction in volatile suspended solids (VSS). A thermo-alkaline pre-
treatment applied to the sludge before fermentation has resulted in a high VFA concentration
and in a significant reduction (57% and 49%) for sludge SS and VS, respectively.

Finally, different sets of experiments were performed to optimize the following parameters : the
concentration of SS, pH and temperature. The results showed that these three parameters
significantly affected the production of VFA. The maximum VFA concentration (12 820,8 mg/L)
was obtained with the sludge (TSS) concentrated of 35 g/L. The optimum pH was 10,0 for VFA

production and acetic acid, propionic acid and iso-valeric acid were the major VFA obtained.

Temperature also plays an important role in VFA production. The concentration (2 412 mg/L) of
produced VFA was lower at lower temperature (15°C), it increased as temperature increased,
the VFA concentrations were 6 601 mg/L, 7 356 mg/L and 7 796 mg/L at temperatures of 25, 35
and 45°C, respectively, while there was no significant difference in VFA concentration between
45 and 35°C.



Keywords: acetic acid, acidogenic fermentation, fatty acid, isovaleric acid,
polyhydroxyalkanoates, propionic acid, sewage sludge, thermo-alkaline pre-treatment, volatile
fatty acid.
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INTRODUCTION

L’utilisation des produits chimiques porte atteinte a I'environnement et a ses différents
écosystemes. Les alternatives biologiques aux produits chimiques, compatibles avec
lenvironnement, sont de plus en plus étudiées. Parmi ces alternatives, les
polyhydroxyalkanoates (PHA) présentent un intérét considérable vu que ces polyméres
biodégradables ont les mémes propriétés que les plastiques conventionnels. Toutefois,
l'utilisation a grande échelles des PHA a été réduite par des colts de production élevés. Des
études ont réussi a augmenter la gamme de production des PHA de 40-77% a partir de cultures
microbiennes mixtes alimentées avec des déchets fermentés (Jiang et al., 2009; Jiang et al.,
2012; Reddy et Mohan, 2012).Cette stratégie démontre que les acides gras volatiles (AGV)

peuvent étre des substrats trés précieux pour la production des PHA.

Les AGV sont les produits d’un processus anaérobie impliquant I'hydrolyse et I'acidogenése,
appelé la fermentation acidogéne. Ces produits sont considérés comme des substrats précieux
et ont un large éventail d'applications, telles que la production de bioplastiques, la bioénergie et
I'élimination biologique des nutriments des eaux usées. A I'heure actuelle, beaucoup d’efforts
sont effectués pour développer leur production a partir des déchets riches en matiéres
organiques tels que les boues d’épuration, les déchets solides et les eaux usées industrielles
(Jiang et al., 2007; Bengtsson, 2008; Jiang, 2012;). D’'une part, une telle transformation des
déchets en AGV donne également une solution alternative pour réduire la quantité croissante de
déchets générés et, d’autre part, elle permet de répondre au probléme d'éthique posé par
l'utilisation d’aliments pour la production de produits chimiques. En effet, les sucres purs tels que
le glucose et le saccharose ont été couramment utilisés comme source principale de carbone

dans la production biologique des AGV.

Pour maximiser la production des AGV, il est important de savoir que lors de leur production a
partir de déchets solides, I'hnydrolyse est une étape limitante, en raison de la structure et de la
composition des déchets complexes (Fdez-Guelfo et al., 2001). Par exemple, la paroi cellulaire
et les substances polyméres extracellulaires dans les boues imposent des barriéres physiques
et chimiques pour I'hydrolyse de la matiere organique intracellulaire (Tang et al., 2010). Par
conséquent, une étape de prétraitement qui précéde la fermentation peut étre bénéfique. De
plus, le pH de fonctionnement, la température, le temps de rétention, ainsi que les additifs

utilisés peuvent avoir de grands effets sur la concentration, le rendement et la composition des



AGYV produits a partir de déchets. Dans la littérature, la plupart des chercheurs ont examiné ces
facteurs un a la fois et il n'y a que quelques ceuvres (Hu et al., 2013; Hong et Haiyun, 2010) qui

évaluent leurs effets interactifs.

L’intérét de ces travaux est double. Dans un premier temps, ils visent & améliorer la production
des AGV a des codts faibles, en profitant de la matiere organique présente dans les boues

comme substrat. En second lieu, ils donnent une stratégie alternative a la gestion des boues.

Dans le cadre du présent travail, l'influence de différents facteurs sur la production des AGV,
tels que le contrdle du pH et de la température, I'inoculum et la concentration de la matiére en
suspension (MES) des boues a été étudiée. De plus, un prétraitement hydrolytigue des boues a

été expérimenté.



CHAPITRE 1 :
GENERALITE ET CHAMPS D’APPLICATION DES ACIDES
GRAS VOLATILES

1. Ladigestion anaérobie

La digestion anaérobie (DA) est définie comme étant la transformation de la matiere organique
en un gaz combustible appelé biogaz. Ce biogaz est composé principalement de méthane et de
gaz carbonique (Moletta et al., 2008). Ainsi, Gottschalk (1979) a défini la fermentation comme
un processus hioénergétique qui n'impligue pas une chaine respiratoire ayant l'oxygéne, le

dioxyde de soufre et le nitrate comme accepteur final d'équivalents réducteurs.

La réaction de la DA se retrouve dans tous les endroits ou sont stockés et accumulés des
déchets organiques totalement ou partiellement privés d’aération en continue. Il s’agit des
décharges d’ordures ménagéres (contrélées ou non), des stations d’épuration des eaux et des

digesteurs anaérobies.

En effet, la DA est 'une des méthodes les plus anciennes et les plus courantes pour la gestion
des boues, particulierement en raison de son potentiel pour la dégradation du volume des boues
d'épuration a faible co(t. Elle a été reconnue la plus écologique en terme de consommation
d’énergie (Suh et Rousseaux, 2002), de méme qu’en raison de sa faible production de
biomasse et de son taux de destruction élevé d'agents pathogenes. Il a été démontré que la DA
pouvait détruire partiellement les agents pathogenes, alors que le processus thermophile était
plus efficace dans I'élimination des micro-organismes indicateurs et les bactéries pathogénes a
différents taux de charge organique (Shih, 1987; Matieu et al., 1992; Jian et Zhang, 1999; Rojas
et al., 2001; 1999; Gannouna et al., 2009). La DA favorise aussi la production d’énergie
renouvelable, ce qui permet la suppression de la quantité correspondante de gaz carbonique

d’origine fossile (Buffiere et al., 2008 ; Appels et al., 2001).

La biodégradation anaérobie d'un composant organique polymérique (polysaccharides,
protéines, lipides, etc.) est en effet un processus microbiologique s’effectuant en plusieurs
étapes et qui aboutit a la production de méthane. Cette réaction est réalisée dans le cadre d’un
écosystéeme microbien complexe qui posséde des fonctions métaboliques différentes pour la

transformation du flux de matiére en biogaz, en passant par de nombreux intermédiaires.



Les voies de fermentation méthanique peuvent étre accentuées en fonction des conditions de
température ou en présence de certains éléments ou substrats dans le milieu. Les voies
métaboliques simplifiées, décrivant le processus de cette transformation, sont représentées a la

figure 1.

Matiéres organiques
(saccharides, protéines, lipides)

Micrnnrglanismes Hydrolyse
hydralvtigues et fermentaires et
acidogenése

Alcools, acides

arganigues,
sauf acétates +
Acétogenése
Acétogéne ;
H:, CO: »| Acétate 1
Hydrogénotrophes Acétotrophes
\;ﬂéthanngéne/ Méthanogenése
CH,, CO.

Figure 1: Schéma de la chaine trophique de la méthanogenése et de ses différentes
étapes (Moletta, 1993).

1.1 Hydrolyse des polymeres et acidogenese

Lors de cette premiére étape, réalisée par des bactéries hydrolytiques et fermentatives, les
macromolécules sont hydrolysées en monoméres, qui seront a leur tour fermentés en acide
mono- et di-carboxyliques, en alcools, en acides aminés, en gaz carbonique et en hydrogene.
Les molécules complexes telles que les protéines, la cellulose et I'hémicellulose sont
hydrolysées en molécules simples (sucres, acides aminés, peptides, etc.). L’étape d’hydrolyse
est réalisée par plusieurs groupes d’eubactéries anaérobies strictes et facultatives. Les
principales especes appartiennent aux genres Clostridium, Bacillus, Ruminococcus,
Enterobacteroides, Propionibacterium, Prevotella et Bacteroides (Klass, 1984). Les monomeres

formés par hydrolyse sont décomposés par des bactéries acidogénes en un mélange complexe



riche en acides gras volatiles dénommés communément AGV (acide acétique, acide
propionique, acide butyrique...), en alcool, en acide organique (acide lactique, acide

succinique...), en hydrogéne et en gaz carbonique.

Parmi les bactéries fermentaires, on peut trouver des espéces appartenant aux genres
Clostridium, Ruminococcus, Selenomonas, Succinivibrio, Fusobacterium et Butivibrio. Les
produits intermédiaires du métabolisme fermentaire tels que le lactate ou I'éthanol s’accumulent
rarement dans les biotopes anaérobies comme les digesteurs, car la microflore méthanogéne,
lorsqu’elle elle est présente, consomme activement I'hydrogéne, déplagant ainsi le métabolisme

vers des produits plus oxydés tels que I'acétate.

Dans ces associations, les bactéries fermentaires produisent essentiellement de I'hydrogéne, du
CO, et de l'acétate, au détriment des molécules plus réduites telles que le lactate, I'éthanol, le
propionate, le butyrate ou le valérate. Les acides acétique, propionique et butyrigue sont
cependant les principaux acides organiques pouvant aussi s’accumuler lors de la dégradation
anaérobie de la matiére organique lorsque certaines conditions physicochimiques sont
défavorables a la méthanogenése. Ces conditions sont : i) un pH acide de moins de 6,5, ii) un
temps de séjour court, iii) une température psychophile et iv) des concentrations de nitrate
supérieures a 150 mg/L.

1.2 Acétogenése

L’acétogenése est I'étape au cours de laquelle les produis de I'acidogenése se transforment en
acide acétique, en hydrogéne et en gaz carbonique. L’acide acétique joue un rble
particulierement important dans la méthanisation puisqu’il peut étre a l'origine de 70% du
méthane produit (Siegrist et al., 1993). Il a été établi que I'acétogenése reste I'étape limitante de
la biométhanisation des substrats monomérigues comme le glucose (Colleran et al., 1982) alors
que l'hydrolyse devient I'étape limitante dans le cas de la biométhanisation des substrats
complexes (Gosh et al., 1982). Au cours de cette étape, 'oxydation des substrats (surtout les
acides propionique et butyrique et I'éthanol) est couplée a la formation d’acétate, d’hydrogéne et

de dioxyde de carbone. On distingue deux groupes de bactéries acétogenes :

(i) les bactéries productrices d’hydrogéne : ce sont des bactéries anaérobies strictes, également
appelées OHPA (« Obligate Hydrogen Producing Acetogens »). Elles sont capables de produire
de lacétate et de I'H, a partir des métabolites réduits issus de l'acidogenése tels que le

propionate et le butyrate. Il faut noter que ces bactéries ont un temps de dédoublement assez
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long, de I'ordre de 1 a 7,5 jours (Mclnerney et al., 1981; Roy et al., 1986). La thermodynamique
des réactions catalysées par ces bactéries acétogénes est défavorable dans les conditions
standards. Elles ne deviennent possibles qu'a des pressions partielles d’'H, trés faibles, de
I'ordre de 10 & 10 atm. L’accumulation d’hydrogéne traduit un dysfonctionnement et conduit
inévitablement a l'arrét de l'acétogenése (Thiele, 1991; Wu et al., 1991). Ceci implique la
nécessité d'une élimination constante de I'hydrogéne produit. Cette élimination peut étre
réalisée grace a l'association syntrophique de ces bactéries avec des microorganismes
hydrogénotrophes, idéalement les Archaea méthanogenes, qui vont consommer I'hydrogéne

produit.

(i) les bactéries acétogénes non syntrophes: le métabolisme de ces bactéries est
majoritairement orienté vers la production d’acétate. Elles se développent dans les milieux
riches en CO,, ce qui est trés souvent le cas des niches anaérobies. On classe généralement

les bactéries acétogénes non syntrophes en deux groupes :

* Un premier groupe est formé de bactéries qui produisent de l'acétate, du butyrate et
d’autres composés a partir de sucres simples : les bactéries de ce groupe sont classées en
plusieurs genres tels que Acetobacterium, Acetogenium, Clostridium, Sporomusa, etc.
(Dolfing, 1988).

* Les bactéries « homo-acétogénes » constituent le second groupe. Elles utilisent 'hydrogéne
et le dioxyde de carbone pour produire de l'acétate. Les bactéries de ce second groupe
appartiennent essentiellement au genre Clostridium. Elles ne semblent pas entrer en
compétition pour I'hydrogéne avec les Archaea méthanogénes hydrogénotrophes et sont

présentes en quantité beaucoup plus faible dans les biotopes anaérobies.

1.3 Méthanogenése

La méthanogenése est le processus au cours duquel le méthane peut étre formé a partir de
différents produits de I'acétogenése (acétate, CO,, H2 et formate essentiellement) (Tableaul).
Les bactéries actives de cette derniére étape sont réunies dans un groupe qui leur est propre,
celui des Archaea. Elles possedent des caractéristiques spécifiques par rapport aux eubactéries
et aux eucaryotes, notamment en ce qui concerne leurs coenzymes. Ces Archaea n'utilisant
qgu'un nombre restreint de substrats, il est possible de classer les méthanogénes selon cette

caractéristique.



Tableau 1 : Synthése du processus de méthanogenese (Moletta, 2006)

Etape

Type de transformation

Exemples de microorganismes

Hydrolyse

Dépolymérisation en
monomeres :

- polysaccharides — oses

- protéines — acides aminés

Bactéries hydrolytiques :

S. typhii, S. galinarum E. coli,
Acetobacter, Xylinum, Klebsiella
pneumonia, etc.

Acidogeneése

Fermentation des monomeres
en:

- acides gras volatils

- alcools (éthanal, ...)

- CO,, H,O

Bactéries acidogénes :

L. brevis, L. fermenti, Leuconostoc
mesenteroides, L. pentosaceus,
Clostridium tetanis, C. butyricum,
Thermobacterium yoghurti, etc.

partir de :

- la méthanogenése
acétoclastique

- la réduction du CO, par H, du
formate, méthanol ou du
méthylanime

Acétogeneése Fermentation des produits de Bactéries acétogenes :
I'acidogenése (autres que Acetobacter xylinum, S. thyphosa, S.
I'acétate) en : pullorum, Mycoderma aceti,
acétate, H, et CO, Methanococcus venielli.
Méthanogenése Formation du méthane (CH,) a Bactéries méthanogénes :

Methanobacterium formicicum, M.
songenii,

M. melianski, M. propionicum,
Methanococcus mazei, M. vanielli,
etc.

Ainsi, l'acétate est métabolisé par les bactéries méthanogénes acétoclastes des genres
Methanosaeta (ou Methanothrix) et Methanosarcina qui sont a l'origine de la plus grande partie
du méthane produit dans les réacteurs biologiques de dépollution. Les bactéries méthanogénes
hydrogénophiles,

comme les espéces des genres Methanobacterium, Methanococcus,

Methanobrevibacter, utilisent I'hydrogéne et le dioxyde de carbone.

La réduction du CO, en CH, nécessite un minimum d'hydrogéne (H, 10° atm.) pour étre
exergonique. Il existe une niche énergétiqgue correspondant a une association de ces micro-
organismes. Elle est délimitée par les valeurs de I'énergie libre de plusieurs réactions en
fonction de la pression partielle en hydrogéne. Les caractéristiques cinétiqgues des bactéries
présentes sont tres différentes et il existe de nombreuses interrelations. Ainsi, la croissance de
la flore productrice de méthane dépend de celle des bactéries des phases précédentes. Mais
les plus importantes portent sur le devenir de I'nydrogéne. En effet, les bactéries utilisatrices
d'hydrogéne sont fondamentales pour assurer |'équilibre du systéme : le maintien par les
méthanogénes d'une trés faible pression partielle en hydrogéne est indispensable pour
permettre l'activité de la population acétogene. Les différentes communautés microbiennes

impliquées dans le processus de dégradation de la matiere organique doivent constituer un



écosysteme équilibré pour que 'essentiel des équivalents réducteurs produits comme déchets

au cours de 'anabolisme bactérien se retrouve finalement dans le méthane.

2. Les acides gras volatils

Les principaux acides gras sont: l'acide acétique ou Acétate (C2), I'acide propionique ou

Propionate (C3) et I'acide butyrique ou Butyrate (C4), alors que les AGV mineurs sont composés

de : I'acide isobutyrique ou Isobutyrate (iC4 ou isoC4), I'acide valérique ou Valérate (C5), 'acide

isovalérique ou Isovalérate (iC5 ou isoC5), le 2-méthyl butyrate (2-mb), I'acide caproique ou

Caproate (C6) (Figure 2). La différence entre IsoC4 (resp. I1soC5 et 2-mb) et C4 (resp. C5) qui

ont un méme nombre de carbone, d’hydrogéne et d’'oxygéne est le fait que pour les iso)AGV (iso

C4, isoC5, 2-mb), la chaine carbonée n’est pas linéaire.

ol ol

& &
CH,—C ":\ cH,—cH,—c? CHB—CHE_—CHJ—C<
O—H “0—H O—H
c2 C3 c4
CH,~_ O ol
&
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CH,—CH,—CH,—CH, —CH, —C
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Figure 2 : Les acides gras volatils



2.1 L’acide acétique

L’acide acétique, appelé aussi I'acide éthanoique, présente le composé le plus simple et le plus
utilisé dans la catégorie des acides carboxyligues qui ont une large gamme d’applications
chimique et industrielle trés importante. C’est un acide faible, capable de libérer le proton H* du

groupe carboxyle (-COOH), ce qui lui confére son acidité. Sa formule brute est C,H;0..

L'acide acétique récupéré représente une source importante d'acide acétique. Les plus grands
fournisseurs d’acide récupéré proviennent de la production d'acétates de cellulose, les
opérations d'alcool de polyvinyle et de nombreuses acylations de I'anhydride acétique. L’acide
acétique peut également étre récupéré a partir de différentes sources de déchets par différents

procédés comme |'extraction par solvant (Kim et al., 2005; Lee et al., 2006; Kim et al., 2007).

La chimiosynthése de produits pétroliers, du butane, du méthanol et d'autres (Ghose et Bhadra
1985; Kirk-Othmer, 1991; Cheryan et al., 1997) et la fermentation microbienne (Sugaya et al.,

1986; Ebner et al., 1996) sont d’autres voies de production d'acide acétique de synthése.

2.2 L’acide propionique

L'acide propionique, ou I'acide propanoique, est un produit chimique important largement utilisé
comme matiere premiére dans différentes industries (Woskow et Glatz, 1991; Kerjean et al.,
2003). C’est un acide carboxylique saturé de 3 carbones, sa formule brute étant CsH¢O,. Il peut
étre produit par synthése chimique ou par fermentation biologique. Actuellement, la quasi-
totalité de I'acide propionique est produite par synthése chimique a partir de matiéres premieres
du pétrole (Playne, 1985; Goswami et Srivastava, 2000). L'acide peut également étre produit par
propionibactéries via la voie de l'acide carboxyligue avec de l'acide acétique et de l'acide
succinique comme sous-produits (Suwannakham et Yang 2005; Coral et al., 2008; Zhang et
Yang 2009a; Zhang et Yang, 2009b). D’autres efforts ont porté sur l'utilisation des déchets
industriels ou des sous-produits comme matiéres premiéeres renouvelables a faible colt pour la

fermentation de I'acide propionique (Feng et al., 2011; Liang et al., 2012; Zhu et al., 2012).

2.3 L’acide butyrique

L'acide butyrique, appelé aussi I'acide butanoique, est un acide carboxylique saturé, composé

de quatre carbones. Sa formule brute est C4;HgO,. Cest un acide gras liquide, huileux et
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possédant une odeur caractéristique. Il est largement utilisé dans les industries chimiques,

alimentaires et pharmaceutiques (Zigova et Sturdik, 2000).

La production de l'acide butyrique peut se faire par synthése chimique qui peut étre réalisée par
une oxosynthése de butyraldéhyde a partir de propyléne a base de pétrole (Playne, 1985). Un
autre procédé de synthése de I'acide butyrique a partir de I'anhydride maléique a également été
rapportée (Lu et al., 2003; Xu et al., 2006). Cependant, en tenant compte des préoccupations
environnementales croissantes, la production biologique d’acide butyrique devient une
alternative intéressante. En outre, des études approfondies ont démontré que l'acide butyrique
peut étre produit grace a diverses techniques de fermentation par plusieurs souches
bactériennes. Il s'agit d'un processus anaérobie et les producteurs sont des microorganismes
anaérobies appartenant aux genres Clostridium, Butyrvibrio, Butyribacterium, Sarcina,
Eubacterium, Fusobacterium et Megasphera (Playne, 1985; Sneath, 1986; Adriaans et Drasar,
1987; Lindley, 1987; Alam et al., 1988; Evans et Wang, 1990; Michel-Savin et al., 1990; Soh et
al., 1991; Van Gylswyk, 1996; Shen et al., 1996).

3. Les voies d’application des AGVs

Les AGVs sont des substrats précieux pour une variété d'applications telles que la production de
plastiques biodégradables, la production de bioénergie et I'élimination biologique des

nutriments.

3.1 Production d’hydrogéne

La production d'hydrogéne a partir des AGV peut étre réalisée par photo-fermentation (Zong et
al., 2009), par électrohydrolyse (Tuna et al., 2009) ou a laide d’'une cellule d'électrolyse
microbienne (Liu et al., 2012). Dans la photo-fermentation, les bactéries pourpres non soufrées
convertissent les AGVs en hydrogéne en présence de la lumiére (Levin et al., 2004). La photo-
fermentation est fréquemment réalisée avec la fermentation sombre comme un processus de
production d'hydrogéne en deux étapes (Chen et al., 2008; Su et al., 2009), parce que les
effluents riches en AGVs résultant de la fermentation sombre peuvent ensuite étre utilisés dans

la photo-fermentation pour améliorer la production globale d'hydrogéne.
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3.2 Production de lipides pour le biodiesel

Le biodiesel est une source d'énergie renouvelable qui peut étre produit a partir de lipides par
procédé de transestérification. Actuellement, sa production se fait a partir de lipides alimentaires
qui proviennent des matiéres premiéres agricoles telles que I'huile de colza, I'huile de palme et
I'huile de soja (Gui et al., 2008). Mais le fait d'utiliser de la nourriture pour la production de
carburant pose un probleme éthique. Le lipide microbien synthétisé a partir des AGV par des
microorganismes oléagineux offre une alternative raisonnable (Chi et al., 2011), vu qu’il a des
compositions en acides gras semblables a I'huile de soja et a I'huile de jatropha, les rendant

ainsi adaptés a la production de biodiesel (Fei et al., 2011).

La plupart des études ont utilisé des AGVs synthétiques pour la production microbienne de
lipides (Fei et al.,, 2011a; Fei et al.,, 2011b). Par contre, la teneur en lipides provenant de

I'utilisation des AGVs dérivés de déchets était trés basse (Chi et al., 2011).

3.3 Production d’électricité

Les AGVs sont une source d'énergie peu codteuse qui peut étre utilisée pour la génération de
différentes formes d'énergie. La production d'électricité a partir des AGVs est possible grace a
I'utilisation de piles a combustible microbienne (PCM). C’est un systéeme qui utilise des micro-
organismes bio-électrochimique pour exploiter I'énergie chimique du substrat organique en tant
gue source d'électricité (Du et al., 2007). En plus de ce systeme (PCM), les déchets fermentés
riches en AGVs peuvent étre utilisés directement pour la production d'électricité sans aucun
traitement (Mohanakrishna et al., 2010; Nam et al., 2010), ce qui rend cette technologie

économiquement attractive.

3.4 Polyhydroxyalkanoates

3.4.1.Structure et propriété

Les polyhydroxyalkanoates (PHA) sont des polymeéres biodégradables synthétisés par certaines
bactéries comme matériau de stockage d’énergie et de carbone, lorsque ce dernier est

supérieur a d’autres nutriments tels que I'azote, le soufre, le phosphate, etc. Leur formation est
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due a la polymérisation de monomeéres d’acide R-(-)-hydroxyalkanoique qui ont 3 a 14 carbones
(Budwill et al., 1992; Steinbuchel, 1995).

Les PHAs ont les mémes propriétés que les plastiques conventionnels tels que le
polypropyléne. Mais ce sont des thermoplastiques 100% biodégradables, insolubles dans I'eau
et résistants a 'humidité. De plus, ils ont une faible perméabilité aux gaz (Holmes, 1988;
Hrabak, 1992).

3.4.2. Les différents types de PHA

La recherche sur les différents types de PHA a permis de caractériser 40 PHAs (Steinbuchel,
1991). Parmi eux, le polyhydroxy-butyrate (PHB) et le polyhydroxyvalérate (PHV) disposent
d'une large gamme de propriétés physiques (Reis et al., 2003). L'homopolymére PHB est
reconnu comme étant rigide, possédant un point de fusion élevé et un faible taux de
biodégradabilité, ce qui rend son utilisation pratiguement limitée. Toutefois, l'inclusion d'une
fraction d'hydroxyvalérate (HV) ou d'autres monoméres en PHB entraine une diminution de la
cristallinité et du point de fusion et augmente de maniére significative la douceur et la souplesse
de ce biopolymere (Holmes, 1988; Rhu et al., 2003). Par conséqguent, le copolymere de poly (3-

hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalérate) a été adapté a de nombreuses applications.

3.4.3. Les différentes stratégies de production des PHAs

Bien qu'il y ait un intérét considérable envers le PHA en raison de son potentiel en tant que
matériau biodégradable, I'utilisation plus large de PHA a été inhibée par des colts de production
élevés (Choi et Lee, 1999; Nath et al., 2008). Pour cette raison, plusieurs stratégies ont été
développées pour abaisser le colt de production. La premiére stratégie vise a utiliser des
déchets de carbone comme substrats avec des cultures pures (Koller et al., 2005). Une grande
variété de substrats de carbone ont été testés pour la production de PHA par des cultures pures
de microbes en raison de leur faible prix et de leur disponibilité potentielle, telles que les eaux
usées, les déchets municipaux, agricoles et industriels (Koller et al., 2005; Lee et Gilmore, 2005;
Dionisi et al., 2005; Coats et al., 2007; Bengtsson et al., 2010; Albuquerque et al., 2011; Ben et
al., 2011).

Une autre stratégie de production de PHA utilisant des cultures mixtes de boues activées a été

proposée (Lemos et al., 2003; Reis et al., 2003; Dionisi et al., 2004; Lemos et al., 2004; Serafim
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et al., 2006; Yan et al., 2006). Cette stratégie est économiquement plus favorable que les

procédés de culture pure car aucune stérilisation n’est nécessaire.

Contrairement aux cultures pures, les cultures mixtes ne stockent pas de glucides sous forme
de PHA, mais plutét sous forme de glycogene (Dircks et al., 2001). Cependant, les acides gras
volatils (AGV) peuvent étre stockés comme PHA par des cultures mixtes. Donc, une autre
méthode de production, qui utilise des AGV comme substrat, a été développée. Dans ce sens,
des AGV des eaux usées acides provenant des systémes anaérobies ont été utilisés (Choi et
Lee, 1999; Tobella et al., 2005). Les eaux usées contiennent de grandes quantités de matiere
organigue carbonée qui peuvent étre converties en acides gras volatils dans des conditions
anaérobies et, par la suite, utilisés comme source de carbone pour la biosynthése des PHA par
des micro-organismes spécifiques. La plupart des études sur la production de PHA par des
cultures mixtes ont été effectuées en utilisant des acides organiques synthétigues comme
l'acétate, le propionate et le butyrate (Beccari et al., 2002; Dionisi et al., 2004; Serafim et al.,
2004; Lemos et al., 2006).

3.4.4. La production de PHA en utilisant des AGVs comme substrat

La production de PHA par culture microbienne mixte élimine la nécessité de la stérilisation et
donc il y a une ligne de production plus rentable pour les AGVs dérivés des déchets. La teneur
en PHA obtenue a partir d'une culture mixte peut étre améliorée en optimisant les conditions de
fonctionnement du réacteur (Jiang et al., 2012; Chua et al., 2003; Albuquerque et al., 2010), en
alimentant le type d’AGV convenable et/ou par un fin réglage des conditions de production de
PHA (Jiang et al., 2009; Jiang et al., 2011; Reddy et Mohan, 2012; Mohan et Reddy, 2013).
Avec ces stratégies, le contenu en PHA dans une gamme de 40-77% peut étre atteint par des
cultures microbiennes mixtes alimentées avec des déchets alimentaires fermentés (Reddy et
Mohan, 2012), des boues activées fermentées (Jiang et al., 2009), de la mélasse de canne a
sucre fermentée (Albuquerque et al., 2010) et des rejets de l'usine de pates et papiers

fermentés (Jiang et al., 2012).

Les conditions limitées d'azote et de phosphore pourraient conduire a un rendement en PHA
élevé (Bengtsson et al., 2008). Par contre, un excés de nutriments serait favorable a la
croissance des micro-organismes et pourrait réduire la conversion des AGV en PHA
(Albuquerque et al., 2007). Donc, avant de fermenter les déchets qui sont riches en acides gras

volatils pour la production de PHA, il est important de réguler le contenu en ammonium et en
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phosphore des déchets fermentés riche en AGV. En général, les déchets fermentés doivent étre
filtrés avant l'utilisation (Yu, 2001; Albuquerque et al., 2007), car l'alimentation directe des
déchets fermentés avec une quantité considérable de particules de boues dans le réacteur de
production de PHA peut conduire a un échec de la production de PHA (Hassan et al., 1997).

La longueur de chaine des AGV a une grande influence sur la composition, les propriétés
mécaniques et I'application de PHA en résultant. Dans la production de PHA a partir d’'une
culture mixte, les acides acétique et butyrique favorisent la production de 3-hydroxybutyrate
(3HB) tandis que les acides propionique et valérique favorisent la synthese de 3-
hydroxyvalérate (3HV) (Lemos et al., 2006; Albuquerque et al., 2007; Bengtsson et al., 2010;
Jiang et al., 2011).
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Chapitre 2 :
Production des acides gras volatiles

La production d'acides gras volatils est un processus anaérobie impliquant I'hydrolyse et
'acidogenése, ce dernier étant appelé fermentation acidogéne (FA) ou fermentation sombre,

comme illustré dans la figure 1.

1. Lafermentation acidogene

La connaissance détaillée de la phase acide de digestion anaérobie est utile dans un certain
nombre de situations allant de la performance de I'ensemble du processus de digestion a I'effet
d’acidogenése sur d'autres procédés de traitement. Une meilleure compréhension de cette
phase peut conduire a une amélioration de la stabilité du digesteur d0 a la séparation physique
des deux phases (acidogenése et méthanisation) et a une augmentation de la production de
matiéres organiques solubles, qui peuvent étre utilisées pour optimiser le processus

d’élimination biologique des nutriments (EBN).

2. Les différents déchets utilisés pour la production des AGV

Une variété de déchets solides et liquides ont été étudiés pour leurs potentiels d'utilisation dans
la production des AGVs. Dans la catégorie des déchets solides, les boues, les déchets
alimentaires et la fraction organique des déchets solides municipaux (FODSM) sont les déchets
les plus étudiés, tandis que les déchets liquides fréquemment utilisés dans cette production sont
les eaux usées générées par les industries laitieres, les industries des pates et papiers et
I'industrie de I'agriculture. Outre cela, des mélanges de différents types de déchets ont aussi été

explorés pour améliorer la production des AGVs.

2.1 Les boues générées par les usines de traitement des eaux usées

Les boues primaires (BP) et les déchets de boues activées (DBA) générés a partir de l'usine de
traitement des eaux usées municipales sont souvent étudiés pour la production des AGVs en
raison de leurs volumes massifs générés par le traitement biologique des eaux usées (Jiang et

al., 2007). Les BP et les DBA sont riches en matiére organique avec une DCO totale allant de



14 800 mg/L a 23 000 mg/L (Jiang et al., 2007; Jiang et al., 2007; Wu et al., 2009; Zhang et al.,
2009; Ji et al., 2010), ce qui les rend trés prometteurs pour la production des AGVs. Cependant,
la DCO soluble de la boue est normalement de dix a cent fois moindre que sa DCO totale (Ji,
2010). Cela retarde la production des AGVs puisque I'hydrolyse de la matiere organique
particulaire dans les boues est une étape limitante. Par conséquent, des efforts devraient viser a

ameliorer I'hydrolyse, par exemple, par I'application d’un prétraitement.

Au lieu d'un seul type de boue, une co-fermentation d'un mélange de boues a été proposée pour
améliorer la production des AGVs. Par exemple, la production maximale d’AGV avec les BP
seulement était de 85 mg DCO/g MVES, mais elle a augmenté de 40% jusqu’a 118 mg DCO/g
MVES avec l'ajout de DBA a un ratio de 1/1 MVES (Ji et al., 2010). L'amélioration de la
production des AGVs était due a une meilleure hydrolyse des boues mixtes (Ji et al., 2010). De
méme, l'ajout d’eaux usées industrielles riches en amidon au BP a augmenté le taux de
production dAGV de 31 mg AGV/g MVES/jour & 45 mg AGV/g MVES/jour (Maharaj et
Elefsiniotis, 2001).

2.2 Les déchets alimentaires

Les déchets alimentaires ou les déchets de cuisine sont d’autres déchets solides généralement
explorés pour la production des AGVs et ce, pour deux raisons. Tout d'abord, les déchets
alimentaires sont un élément dominant (22-54%) dans les énormes volumes de déchets solides
municipaux (DSM) (Kathirvale et al., 2003). Deuxiemement, ils ont une grande COD totale, dans
une gamme de 91 900 a 166 180 mg/L (Zhang et al., 2005; Kim et al., 2006; Elbeshbishy et al.,
2011). Néanmoins, un des enjeux est de séparer efficacement les déchets alimentaires des
DSM pour réduire les interférences d'autres composants dans la production des AGVs. La
séparation a la source peut-étre une solution, mais elle exige une forte volonté de la population
qui n'est pas facile a convaincre. Une autre option probable est d'établir un centre de
récupération de matiéres pour séparer la fraction organique des DSM (FODSM) ainsi que le
verre, le plastique, les canettes d'aluminium et les métaux non ferreux. Le FODSM, avec une
grande COD totale de 150 600-347 000 mg/kg, est une autre source possible pour la production
des AGVs (Bolzonella et al., 2005). Comme dans le cas de l'utilisation des boues pour la
production des AGVs, I'hydrolyse de la FODSM et des déchets alimentaires reste |'étape de

limitation de la vitesse, appelant ainsi a diverses méthodes de prétraitement.
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2.3 Les eaux usées

Pour les déchets liquides, les eaux usées générées par l'agriculture (Borja et al., 1996; Dionisi et
al., 2005; Hong et al., 2009; Beccari et al., 2009), par les produits laitiers (Bengtsson et al.,
2008; Demirel et Yenigun, 2004; Yu et Fang, 2000; Yu et Fang, 2001) et les produits des
industries des pates et papiers (Jiang, 2012; Bengtsson, 2008) sont couramment utilisées pour
la production des AGVs. Par exemple, l'effluent des eaux usées provenant de l'usine de
production d’huile de palmier représente un potentiel agricole élevé avec une DCO de 88 000
mg/L. Elle peut conduire a la production des AGVs avec une concentration jusqu'a 15 300 mg/L
(Hong et al., 2009). Le perméat de lactosérum de fromage et I'effluent provenant de l'usine
papetiére sont également appropriés en raison de leurs fortes teneurs en matiére organique
fermentescible facilement (Bengtsson, 2008). En revanche, leffluent issu de lindustrie
pétrochimique est réputé impropre a la production des AGVs, indépendamment de sa valeur en
DCO élevée a 11 500 mg/L (Ghosh, 2010), mais en raison de la présence de polluants toxiques
pétrochimiques et récalcitrants qui sont nocifs pour les micro-organismes. Par rapport aux eaux
usées industrielles, les eaux usées domestiques ont une teneur organique faible, avec une COD
typique de l'ordre de 175 a 600 mg/L (McGhee, 1991). Il n'est donc pas attractif pour la
production des AGVs.

La teneur en ammonium des déchets doit étre inférieure a 5 000 mg/L pour éviter l'inhibition de
la production des AGVs (Yu et Fang, 2001) bien qu’il constitue une source d'azote indispensable
a la croissance des micro-organismes. Outre les caractéristiques des déchets, la disponibilité et
la quantité des déchets produits doivent étre prises en considération pour assurer un
approvisionnement stable et en continu des déchets pour la production d'acides gras volatils
(Salehizadeh et Van Loosdrecht, 2004).

3. Les différents types de prétraitement utilisés

Dans la production des AGVs a partir de déchets solides, I'hydrolyse est une étape limitante en
raison de la structure et de la composition des déchets complexes (Fdez-Guelfo et al., 2001).
Par exemple, la paroi cellulaire et les substances polyméres extracellulaires dans les boues
imposent des barrieres physiques et chimiques pour I'hydrolyse de la matiére organique
intracellulaire (Tang et al., 2010). Pendant ce temps, les matériaux ligno-cellulosiques, les

graisses et les protéines dans les DA et FODSM réduisent leurs taux de biodégradation (Marin
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et al., 2010; Torres et al., 2008). Par conséquent, diverses méthodes de prétraitement ont été

explorées pour améliorer la solubilisation des déchets solides.

3.1 Le prétraitement chimique

Le prétraitement chimique est efficace pour améliorer I'hydrolyse de déchets solides. Les
réactifs couramment utilisés sont l'acide (Elbeshbishy et al., 2011; Devlin et al., 2011), la base
(Kim et al., 2003; Torres et Lloréns, 2008; Dogan et Sanin, 2009; Kim et al., 2010), l'ozone
(Bougrier et al., 2006; Xu et al., 2006; Cesaro et Belgiorno, 2013) et le peroxyde d'hydrogéne
(H20,) (Eskicioglu et al., 2008; Shahriari et al., 2012). L'application des prétraitements alcalin et
acide aide i) & améliorer la solubilisation des substances polyméres extracellulaires dans la
boue (Dogan et Sanin, 2009; Devlin et al., 2011) et ii) a rompre les parois cellulaires, entrainant
ainsi la libération de la matiére organique intracellulaire (Kim et al., 2010; Devlin et al., 2011). En
plus des boues, ces deux méthodes de prétraitement favorisent également la solubilisation des
déchets alimentaires (Elbeshbishy et al., 2011). Le H,O, possede un effet rémanent
appréciable. Cet effet rémanent pourrait cependant induire des effets négatifs sur la flore
bactérienne lors de I'étape subséquente de production des AGV. Dongc, il faut s’assurer de

réduire toute trace de H,O, apres le prétraitement oxydatif.

D'autre part, le prétraitement a l'ozone est une autre option. L'ozone est un agent oxydant
puissant qui peut se décomposer en radicaux hydroxyles et réagir avec les déchets solides (Xu
et al., 2010), ce qui conduit a la solubilisation. Néanmoins, le colt élevé de la production
d'ozone a un effet dissuasif (Cesaro et Belgiorno, 2013). Le H,O, pourrait étre une alternative
moins codteuse, mais il est généralement métastable et peu réactif si les réactions ne sont pas
catalysées. C’est un oxydant fort (de par son potentiel d’oxydo-réduction), mais qui présente

une trés grande énergie d’activation. Il doit donc nécessairement étre activé pour étre efficace.

3.2 Le prétraitement thermique

Le prétraitement thermique dans la gamme de 60°C & 180°C (Climent et al., 2007) est un autre
procédé de prétraitement potentiel (Kim et al., 2003; Kim et al., 2005; Bougrier et al.; 2006;
Climent et al., 2007; Appels et al., 2010; Zhou et al., 2013). A des températures plus élevées, ce
procédé pourrait provoquer la formation de composés organiques solubles récalcitrants (Appels

et al., 2010). Inversement, un prétraitement a une température inférieure a 70°C pourrait induire
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des bactéries hydrolytiques (Appels et al., 2010), ce qui va augmenter la solubilisation des

déchets solides.

3.3 Le prétraitement biologique

Les agents biologiques tels que les enzymes hydrolytiques (Kim et al., 2005; Kim et al., 2006;
Yang et al., 2010; Bayr et al., 2013) et les boues activées issues de l'usine de traitement des
eaux usées municipales (Fdez-Guelfo et al. 2011) ont également été utilisés pour améliorer la
solubilisation des déchets solides. Dans le prétraitement avec des enzymes, le dosage d'un
mélange d'enzymes a eu plus d’impact sur I'hydrolyse de déchets solides que l'utilisation d'une
seule enzyme (Kim et al.,, 2006; Yang et al., 2010) parce que les différentes enzymes
hydrolysent différentes composantes dans les déchets. Néanmoins, le prétraitement en utilisant
des enzymes et des cultures pures peut étre colteux, donc des matériaux peu colteux comme
le compost mdr et les boues activées doivent étre considérés dans les applications a grande
échelle. Un autre facteur important est la durée du prétraitement qui est généralement plus
longue par des processus biologiques par rapport aux autres méthodes physico-chimiques.

3.4 Le prétraitement par micro-ondes

Le prétraitement par micro-ondes est une autre option (Dodan et Sanin, 2005; Ahn et al., 2005;
Marin et al., 2010; Shahriari et al., 2012; Appels et al., 2013;) qui améliore I'hydrolyse de
déchets solides par des effets thermiques et athermiques (non thermique). L'effet thermique est
attribué a la génération de chaleur par l'intermédiaire de la rotation des molécules dipolaires (par
exemple, l'eau) dans le champ électromagnétique oscillant (Tang et al., 2010). L'effet
athermique est provoqué par l'alignement des chaines latérales polarisées de macromolécules
(protéines, par exemple) avec les pbles du champ électromagnétique, cassant ainsi la liaison
hydrogéne et déstabilisant la structure des molécules (Ahn et al., 2009). Le prétraitement par
micro-ondes est consommateur d'énergie et peut conduire a la formation de composés
réfractaires (récalcitrants), comme les mélanoidines et I'acide humique (Shabhriari et al., 2012),

ce qui diminue la biodégradabilité des déchets solides traités.
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3.5 Le prétraitement par ultrasons

L'application d'ultrasons pour améliorer la solubilisation des déchets solides a été étudiée par de
nombreux chercheurs (Kim et al., 2010; Xu et al., 2010; Xu et al., 2010; Cesaro et al., 2012;
Cesaro et Belgiorno, 2013). Le prétraitement ultrasonique conduit a la formation de bulles de
cavitation et a l'effondrement de bulles qui génére des forces de cisaillement hydromécaniques
assez puissantes pour perturber les macromolécules dans les déchets (Cesaro et al., 2012).
L'effondrement augmente également la température et la pression, ce qui conduit & la formation
de radicaux hydroxyles réactifs et a la destruction thermique des déchets solides (Cesaro et al.,
2012). Semblable au prétraitement par micro-ondes, le prétraitement par ultrasons est une
méthode a forte intensité énergétique (Kim et al., 2010). Ce co(t doit étre justifié en fonction de
I'ampleur de I'amélioration de la solubilisation des déchets solides et le rendement ultérieur en
AGV.

3.6 Combinaison de différents prétraitements

Différentes méthodes de prétraitement ont été combinées pour promouvoir [I'hydrolyse
synergique des déchets solides (Kim et al., 2005; Park et al., 2005; Eskicioglu et al., 2008;
Dogan et Sanin, 2009; Kim et al., 2010; Xu et al., 2010; Fdez-Glelfo et al., 2011; Shahriari et
al., 2012;). Par exemple, la combinaison du prétraitement alcalin et celui par ultrasons a permis
de mieux désintégrer les boues d'épuration (Kim et al., 2010). Le prétraitement alcalin affaiblit la
paroi cellulaire microbienne, ce qui la rend ainsi plus vulnérable aux forces de cisaillement

générées par le prétraitement par ultrasons.

En sélectionnant une combinaison ou une autre des méthodes de prétraitement ci-dessus, il est
important de considérer la quantité de déchets solides a traiter, le capital associé, les colts
d'exploitation ainsi que le degré d'amélioration de solubilisation. Par conséquent, la réalisation
d'une étude de faisabilité technico-économique serait utile pour identifier la méthode de
prétraitement la plus appropriée. Dans la littérature, plusieurs évaluations technico-économiques

treés spécialisées ont été effectuées (Dhar et al., 2012; Salsabil et al., 2010).
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4. Facteurs influencant la production des AGVs

Le processus de digestion de la phase acide est influencé par divers facteurs, notamment : les
caractéristigues des eaux usées, les paramétres opérationnels tels que le temps de rétention
hydraulique (TRH) et le temps de rétention des solides (TRS), les facteurs environnementaux
tels que la température, le pH, la configuration du réacteur et le potentiel d'oxydo-réduction
(POR) (Andrews et Pearson, 1965).

Le pH de fonctionnement, la température, le temps de rétention, le taux de charge organique
ainsi que les additifs utilisés ont de grands effets sur la concentration, le rendement et la
composition des AGVs produits a partir de déchets.

4.1 Latempérature

La production des AGVs a partir de déchets a été réalisée sous différentes gammes de
température. Dans les gammes de température psychrophiles (4°C-20°C) et mésophiles (20°C-
50°C), la concentration de produit, le taux de production des AGVs et le rendement en acides
gras volatils ont augmenté avec 'augmentation de la température (Maharaj et Elefsiniotis, 2001;
Yuan et al., 2011; Zhang et al., 2009; Bouzas et al., 2002). Par exemple, le taux de production
des AGVs a augmenté lorsque la température a augmenté de 8°C a 25°C pendant la
fermentation des BP (Maharaj et Elefsiniotis, 2001). De méme, I'augmentation de la température
de 10°C a 35°C a augmenté la concentration des AGVs produits a partir des BA par 30%.
L'augmentation est due a la présence d'une plus grande quantité de glucides et de protéines
solubles, ce qui est le résultat de I'amélioration de I'hydrolyse de la boue a une température

supérieure (Zhang et al., 2009).

Dans les gammes de température thermophiles (50°C-60°C) et hyper-thermophiles (60°C-
80°C), plusieurs études ont été faites dans ce contexte, mais ont montré des résultats
contradictoires. Par exemple, Zhuo et al. (2012) ont constaté que les activités des enzymes de
formation d'acide a la température thermophile (55°C) étaient inférieures a celle a température
mésophile (37°C). En conséquence, la concentration des AGVs totale réalisée a 55°C était 40%
inférieure a celle a 37°C. Par contre, Cai et al. (2009) ont rapporté que la température
thermophile (60°C) peut conduire & une acclimatation biologique accélérée et une acidogenése

plus active par rapport a celles a température mésophile (35°C), ce qui conduit & un rendement
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plus élevé des AGVs. Pourtant, la production des AGVs a des températures hyper-thermophiles

de 70-80°C a surpassé celle a des températures thermophiles de 55-60°C (Lu et al., 2005).

Yu et al. (2002) ont recommandé la réalisation du processus d’acidogenése des eaux usées de
I'industrie laitiere avec des températures mésophiles, étant donné que la demande en énergie
est plus faible et le fonctionnement est plus stable, malgré que le taux de production soit
légérement supérieur & la température thermophile. La méme recommandation a été faite lors
de I'utilisation du processus de l'acidogenése des eaux usées riche en gélatine (Yu et Fang,
2003).

L’influence de la température sur le type des AGVs a été aussi étudiée. Par exemple, dans la
fermentation acidogéne de la cellulose, I'acide acétique a été le premier AGV produit a 37°C, a
55°C et a 80°C et l'acide butyrique est le deuxieme AGV dominant. L’acide propionique a été
détecté a 37°C seulement, mais sa fraction était relativement mineure (Gadow et al., 2013).
Dans d’autres études, I'effet de la température était mineur. En effet, dans la fermentation des
ultrasons prétraités de 10°C a 55°C (Zhuo et al.,, 2012), l'acidification des eaux de laiterie
synthétique a 37°C et 55°C (Yu et al., 2002) et I'acidogenése des eaux usées riches en gélatine
a partir de 20°C a 55°C (Yu et Fang, 2003), aucune variation significative dans la composition
des AGVs n'a été observée. De méme, Yuan et al. (2011) ont observé que lorsque la
température est passée de 4°C a 14°C, le pourcentage de réduction de l'acétate était de 55% a
43%, mais le pourcentage de propionate et de butyrate a Iégérement augmenté de 20% a 29%
et de 11% a 16%, respectivement. Cependant, une augmentation supplémentaire de la

température a 24,6°C ne modifie pas beaucoup la composition des AGVs (Yuan et al., 2011).

4.2 Le pH

Comme I'un des parameétres de contrdle le plus important pour la fermentation acidogéne, le pH
a été largement étudié (Fang et Liu, 2002; Zheng et Yu, 2004). La valeur du pH dans le réacteur
est importante pour la production des AGVs parce que la plupart des acidogénes ne peuvent
pas survivre dans des environnements extrémement acides (pH : 3) ou alcalins (pH : 12) (Liu et
al., 2012). Les valeurs de pH optimal pour la production d'acides gras volatils sont
essentiellement dans lintervalle de 5,25 a 11. Bien qu'il n'y ait pas de consensus, de
nombreuses études ont démontré que la fermentation anaérobie dans des conditions alcalines
peut améliorer significativement la production des AGVs des boues d'épuration (Yuan et al.,

2006; Cai et al., 2004). Le milieu alcalin améliore I'nydrolyse des boues par ionisation des
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groupes chargés des substances polymeéres extracellulaires dans les boues. Cela provoque une
forte répulsion entre les substances polymeres extracellulaires (Nielsen et Jahn 1999), ce qui
entraine la libération de glucides et de protéines pour l'environnement. Par conséquent, les
substrats les plus solubles sont disponibles pour la production d'acides gras volatils dans des
conditions alcalines (Wu et al., 2009; Zhang et al., 2009). Par ailleurs, le milieu alcalin n'est pas
propice a la méthanisation, empéchant ainsi la consommation des AGV produits pour la

formation de méthane (Zhang et al., 2009).

Le pH a un effet aussi important sur l'acidification des eaux usées, mais la production est
principalement réalisée dans des conditions acides avec des gammes de pH optimum de 5,25 a
6,0 (Bengtsson et al., 2008; Oktem et al., 2006). Le degré d'acidification des eaux usées d'une
base de gélatine synthétique a augmenté de 32,0 a 71,6%, lorsque le pH a augmenté de 6,0 a

6,5, mais il a chuté a 66,8% lorsque le pH a augmenté a 7,0. Le pH optimum a été trouvé a 6,0.

Le pH affecte le type des AGVs produits, en particulier les acides acétique, propionique et
butyrique (Bengtsson et al., 2008; Horiuchi et al., 2002; Horiuchi et al., 1999; Yu et Fang, 2003;
Yu et Fang, 2002). La production d'acide propionique a partir des eaux de laiterie est favorisée a
pH 4-4,5 tandis que les acides acétique et butyrique sont favorisés a un pH de 6-6,5 (Yu et
Fang, 2002). Une observation similaire a été rapportée dans l'acidogenése des eaux usées
riches en gélatine (Yu et Fang, 2003). Le fonctionnement & pH compris entre 4,0 et 5,0 favorise
la production de propionate de méthyle et un atome d'hydrogéne, alors que l'opération a un pH
dans la gamme de 6,0 a 7,0 a stimulé la production de l'acétate, du butyrate et de i-butyrate. La
région du pH comprise entre 5,0 et 6,0 est la zone de transition (Yu et Fang, 2003). Au
contraire, lorsque le pH a augmenté de 5,25 a 6 dans une étude utilisant le petit lait (Bengtsson
et al., 2008), la production d'acide propionique a augmenté tandis que la production de l'acide

acétique et de I'acide butyrique a diminué.

Dans une autre étude, lorsque le pH est passé de 6 a 8, le principal AGV produit & partir du
milieu riche en glucose passe de l'acide butyrique aux acides acétique et propionigue, et vice-
versa (Horiuchi et al., 2002; Horiuchi et al., 1999). Cela peut étre causé par le changement dans
les populations microbiennes dominantes de Clostridium butyricum a pH 6 a Propionibacterium
a pH 8 (Horiuchi et al., 1999). Les conclusions de la recherche suggerent jusqu'ici que le pH

optimal pour la production d’AGV spécifique dépend fortement du type de déchets utilisés.
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4.3 La charge organique

Le taux de charge organique (TCO) indique la quantité de déchets, qui peut étre exprimée en
termes de DCO, SV, MESV ou COD, introduite dans le réacteur quotidiennement par unité de
volume du réacteur. Dans la littérature, l'influence du TCO sur la production des AGV est
différente d’'une étude a l'autre. En effet, au cours d’'une fermentation acidogéne des eaux usées
de la synthése a base chimique des produits pharmaceutiques (Oktem et al., 2006), la
concentration en AGVs augmente avec le TCO seulement dans l'intervalle de 7 a 13 g de
DCOI/LJj. Ainsi, une légére augmentation a 14 g de DCO/L/j a provoqué une chute de la
concentration des AGVs de 3410 mg/L (sous forme d'acétate) a 1370 mg/L (sous forme
d'acétate) (Oktem et al., 2006). Par contre, la concentration des AGVs produits a partir des eaux
usées de féculents augmente linéairement avec le TCO, allant de 1 g DCO/L/j & 32 g DCOILJj
(Yu, 2001). Lim et al. (2008) ont observé que la concentration des AGVs produits a partir des
déchets alimentaires a augmenté avec le TCO de 5 g/L/j a 13 g/L/j, mais le fonctionnement du
fermenteur & 13 g/L/j était instable car le bouillon de fermentation est devenu trés visqueux a
une charge élevée. Ainsi, dans une étude de la fermentation des résidus solides provenant
d’'une usine de production d'huile, sur une gamme de TOC de 3,2 a 15,1 g DCOI/L/j, la
concentration maximale d’AGV a atteint une valeur intermédiaire de 12,9 g DCO/L/j (Rincon et
al., 2008). L'étude de Nebot et al. (1995) a réveélé que la fréquence d'alimentation inférieure a 3
fois par jour peut conduire a une plus forte concentration des AGVs par rapport a celle de 24
fois par jour. Cette alimentation moins fréquente offre aussi une exploitation des réacteurs plus

facile et réduit I'usure des pompes d'alimentation.

4.4 Le temps de rétention hydraulique

Plusieurs études ont montré que l'application d’'un TRH élevé est plus bénéfique pour la
production des AGV (Bengtsson et al., 2008; Sans et al., 1995; Ben et al., 2011) car les micro-
organismes ont plus de temps pour réagir avec les déchets. Dans ce contexte, Fang et Yu
(2000) ont montré que la production des AGVs a partir des eaux de laiterie a presque doublé
lorsque le TRH a augmenté de 4 h a 12 h, et la nouvelle augmentation de 16 a 24 h a amélioré
la production des AGVs de 6%. Ainsi, Sans et al. (1995) ont déduit que la production des AGVs
a partir de la FODSM a augmenté avec le TRH dans un intervalle de 2-6j. De méme, le

rendement et la productivité volumétrigue des AGVs atteints en fermentation acidogéne des
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déchets alimentaires ont augmenté quand le TRH a augmenté de 96 h a 192 h (Lim et al.,
2008). Cependant, le TRH prolongé pourrait conduire & une production stagnante des AGVs
(Lim et al., 2008; Fang et Yu, 2000). Dinsdale et al. (2000) ont réalisé une co-fermentation de
BA et de déchets de fruits/légumes dans laquelle la concentration des AGVs est passée de 4
400 mg/L a 6 100 mg/L lorsque le TRH est passé de 1 a 2 j. Pourtant, il n'y avait pas
d'amélioration significative de la production des AGVs a un TRH élevé de 3 j (6 150 mg/L) et 4 |
(6 620 mg/L).

4.5 Le temps de rétention des solides

L’effet du TRS sur la production des AGVs a partir des eaux usées a été testé dans différents
études. Salmiati et al. (2007) ont conclu que la concentration des AGVs produits a partir des
effluents provenant de l'usine de production d’huile de palmier a considérablement augmenté
pour un TRS de 6 j, mais a diminué avec un TRS de 7 j. Pendant ce temps, d'autres études (Yu
et Fang 2001; Yu et Fang, 2002; Yu et al., 2002) rapportent une application d’'un TSR de 15

dans la fermentation acidogéne des eaux usées.

Cependant, la plupart des études ont trouvé qu’'un TRS faible est le plus bénéfique pour la
production d'AGV a partir des boues (Xiong et al., 2012; Feng et al., 2009; Miron et al., 2000).
En effet, il a été constaté que les conditions acidogenes prévalaient a un TRS <8 j tandis que
I'état méthanogéne a prévalu a un TRS >10 j au cours de la fermentation du BS (Miron et al.,
2000). Donc, un TRS faible peut empécher la dominance des bactéries méthanogénes dans le
réacteur anaérobie (Ferrer et al., 2010). Cependant, le TRS doit étre suffisamment long pour
favoriser I'nydrolyse des boues. Par exemple, la fermentation acidogéne de BA, dans laquelle
l'augmentation du TRS est de 4 a 12 j a conduit a une augmentation de concentration d’AGV
de 44% (Feng et al., 2009) car les substrats plus solubles résultant de I'hydrolyse de boues

étaient disponibles.

Les études sur l'influence du TRS sur la composition des AGV sont rares et leurs résultats sont
contradictoires. Par exemples, Yuan et al. (2009) ont trouvé, que lors de la fermentation de DS,
le pourcentage d'acide acétique a diminué de 66 a 49% suite & une augmentation du TRS a
partir de 5j & 10 j tandis que le pourcentage d'acide propionique est resté pratiquement constant
a 16-18%. Par contre, I'étude de Feng et al. (2009) a montré que, dans la fermentation

acidogene des BA, l'augmentation du TRS de 4] a 16| influence le pourcentage de l'acide
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acétique par une augmentation de 32% a 42%, et le pourcentage de l'acide propionique par une
diminution de 24% a 14%.

4.6 Les additifs

Au cours des dernieres années, les additifs tels que les inhibiteurs chimiques de
méthanogenése ont été utilisés pour améliorer la production des AGVs. Ces inhibiteurs peuvent
améliorer la production des AGV par la suppression de l'activité des bactéries méthanogénes
consommatrices d’AGV. Récemment, Liu et al. (2011) ont identifié les types d'inhibiteurs
méthanogénes chimiques et leurs mécanismes d'inhibition. En bref, ils les ont classés en des
inhibiteurs spécifiqgues et non spécifiques. Le premier type inhibe seulement les enzymes
spécifigues existant dans les méthanogenes comme coenzyme M (inhibiteurs: 2
bromoethanesulfonate et 2 chloroethanesulfonate) et dans [I'’hydroxymethylglutary-SCoA
réductase (inhibiteurs : mévastatine et lovastatine). Le deuxieme type affecte l'activité des
méthanogénes et des non-méthanogénes. Pour la production des AGVs, il est nécessaire
d'évaluer et de préciser les effets (le cas échéant) de ces inhibiteurs, en particulier, ceux qui
sont non-spécifiques, sur la viabilité des acidogenes.

En plus des inhibiteurs chimiques de méthanogenése, les surfactants et les enzymes ont été
aussi utilisés pour améliorer la production des AGVs a partir des boues. Les surfactants les plus
couramment utilisés sont le dodécylsulfate de sodium (SDS) (Jiang et al., 2007) et le
dodécylbenzenesulfonate de sodium (SDBS). lls sont connus pour leur bonne capacité de
solubilisation et leurs effets hydrolytiques/solubilisation sur les déchets, mais ne sont pas
considérés comme des agents de « prétraitement » parce qu'ils sont ajoutés au cours de la
fermentation acidogéne. Leur addition aux boues améliore la solubilisation des substances
polyméres extracellulaires (Jiang et al.,, 2007), qui sont principalement des glucides et des
protéines (Liu et Fang, 2002). Cela rompt aussi la matrice des boues entrainant la libération de
plusieurs glucides et de protéines intérieures de régulation, ce qui fournit plus de substrats pour
I'hydrolyse (Jiang et al., 2007). Dans une étude utilisant les BA, la concentration maximale des
AGVs a grimpé de 8 fois environ & partir de 339 mg DCO/L a 2 599 mg DCO/L quand 0,02 g/g
de boues seches de SSDB a été appliqué dans la fermentation. Mais, plus de temps est
nécessaire pour atteindre la concentration maximale des AGVs a des doses de SSDB élevées,
Cela peut étre da a I'effet toxique fort du surfactant ou a des bactéries acidogenes a des doses

plus élevées. Jiang et al. (2007) ont montré que l'ajout de SSD a 0,05 g/g de boues séches
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augmente la concentration maximale des AGVs produits a partir des BA de 5 fois plus. Ainsi, ils
ont observé que la concentration maximale des AGVs a augmenté avec la dose de SSD allant
de 0,02 g/g de boues séches a 0,3 g/g de boues séches, mais, comme le SSDB, la production
maximale des AGVs a une dose de SSD élevée nécessite plus de temps (Jiang et al., 2007).

Loin de se limiter & un seul type de boues, I'ajout de SSDB a également influencé positivement
la production des AGVs a partir de la co-fermentation des BA et des BP (Ji, 2010). L'utilisation
combinée de surfactants et d’enzymes hydrolytiques (a-amylase et protéase neutre) avait été
explorée pour améliorer la production des AGVs. Les résultats ont montré que le systéme
protéase SSD-a-amylase neutre a surpasseé les systémes individuels en termes d'hydrolyse des
boues et de production des AGVs (Luo et al., 2011).
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Chapitre 3 :
Objectifs de recherche

L’objectif principal de cette recherche est la production des AGV a partir de la fermentation
acidogéne des boues d’épuration des eaux usées issues d’'une usine de production de pates et

papiers.

1. Objectifs de recherche

Les objectifs spécifiques de recherche pour la production des AGV sont les suivants :

. Evaluation de I'ajout d’additifs sous forme de sucres sur la production des AGV

. Evaluation du développement d’un inoculum sur la production des AGV

. Evaluation de la concentration en matiére en suspension (MES) des boues fermentées
. Evaluation du pH de fonctionnement

. Evaluation de la température de fonctionnement.

2. Hypotheése de recherche

La production des AGV a partir des sucres purs tels que le glucose et le saccharose comme
source principale de carbone pose un probleme d’ordre éthique surtout en ce qui a trait a
I'utilisation d'aliments pour produire des produits chimiques. D’apres la littérature, une variété de
déchets solides et liquides ont été étudiés pour évaluer leurs potentiels en tant que matiéres
premiéres qui peuvent étre a la base de la production des AGVs, notamment les boues
d’épuration, vu qu’elles sont riches en matiére organique. Pourtant, la présence des parois
cellulaires et des polymeres extracellulaires dans les boues imposent des barriéres physiques et
chimiques pour I'hydrolyse de la matiére organique intracellulaire (Tang et al., 2010), ce qui fait
de I'hydrolyse une étape limitante dans la production des AGVs. Compte tenu de ce qui
précede, un prétraitement thermo-alcalin des boues peut améliorer la productivité des AGVs.
Pareillement, le pH de fonctionnement, la température, ainsi que des additifs utilisés ont de
grands effets sur la concentration, le rendement et la composition des AGV's produits a partir de

déchets.



Chapitre 4 :
Démarche méthodologique

1. Procédure de production des AGVs par la fermentation acidogene

1.1 Echantillonnage et préparation des substrats de fermentation

Pour toutes les expériences, un seul type de boue d’épuration est utilisé. Il s’agit de boues
secondaires provenant du traitement des eaux usées issues de l'usine de pates et papiers
« Clermont et Alma ». Leur concentration en MES est généralement de 11 g/L. Une étape de
décantation a 4°C a été nécessaire afin d’obtenir des concentrations en matiére en suspension
élevées (15-20 g/L). Pour atteindre 30 a 35 g/L de MES, il a été également nécessaire de

centrifuger les boues aprés les avoir décantées.

Les caractéristiques physico-chimiques des boues tels que les solides totaux (ST), les matiéres
en suspension (MES), les matiéres volatiles en suspension (MVES), le phosphore total (PT),

I'azote total (NT) et le carbone total (CT) ont été déterminées et sont résumés dans le tableau 2.

1.2 Inoculum

Deux inocula différents ont été utilisés dans les différentes expériences.
1.2.1.Inoculum 1

L’inoculum 1 fait partie des boues anaérobies. Ce sont les boues d’épuration des eaux usées
municipales provenant de la station de traitement de la base militaire de Valcartier (Québec,

Canada).
1.2.2.Inoculum 2

L’inoculum 2 a été préparé a partir de la fermentation anaérobie des boues de papeteries, sous
des conditions d’'un pH=5, d’'une température de 25°C et d’'un volume de travail total de 5 L. Les
boues a fermenter ont été hydrolysées et concentrées pour obtenir une concentration en
matiére en suspension (MES) de 20 g/L. Les boues ont été concentrées par centrifugation
pendant 20 minutes a 8 000 rpm a l'aide d’une centrifugeuse RC 5C Plus de Sorvall (Asheville,

Caroline du Nord, USA.) L’'inoculation dans cette fermentation a été réalisée a partir de la méme
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boue fraiche (sans hydrolyse) a 40% (2L de boues fraiches/3L de boues hydrolysées) en
ajoutant 9 g/L de sucre de table. L'inoculum a été acclimaté pendant 15 jours en retirant 50% de
biomasse, a l'aide d’azote purgé pour garder I'état anaérobie, et en ajoutant 50% de boues
fraiches, a chaque 3 jours.

Tableau 2: Caractéristiques des boues d'épuration provenant du traitement des eaux
usées issues de l'usine de pates et papiers.

Parameétres Valeurs

pH 6,52 + 0,01

Concentration (g/L)

Solides totaux 13,02 + 1,48
Matiéres en suspension 11,09 £ 0,93
Matiéres volatiles en suspension 9,05+ 1,03

Concentration (g/kg ST)

Ct 567 + 14,61
Nt 15,14 + 1,82
Pt 17,26 £ 0,29

2. Méthodologie expérimentale

Pour pouvoir atteindre les objectifs fixés, nous nous sommes basés sur la méthodologie décrite

ci-apres.

2.1 Evaluation de I'ajout d’additifs sous forme de sucres sur la production
des AGVs a partir des boues provenant de l'usine de pates et papiers

Trois fermentations ont été réalisées avec des boues fraiches provenant du traitement des eaux
usées issues de l'usine de pates et papiers, sous les mémes conditions : un pH de 5, une
température de 25°C, une concentration en matiére en suspension (MES) de 20 g/L et un
volume de travail total de 5 L. Des boues anaérobies provenant de la station de traitement de la
base militaire de Valcartier ont été utilisées comme inoculum a 40% pour les 3 expériences.

Trois additifs différents sous formes de sucre ont été ajoutés au début de chaque fermentation :
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le glucose, le sucre de table et les eaux usées d’amidon (EUA), qui ont été utilisés a 9 g/L, dans

I'expérience 1, 2 et 3 respectivement.

2.2 Evaluation du développement d’inoculum lors de la production des
acides gras volatils

Sous les mémes conditions : un pH de 5, une température de 25°C, une concentration en
matiere en suspension (MES) de 20 g/L et un volume de travail total de 5L, deux nouvelles
expériences ont été faites suites aux trois premiéres expériences. L’expérience 4 a été inoculée
a 50% a partir de la biomasse issue de I'expérience 2 (alimentée avec le sucre de table), alors
que I'expérience 5 a été inoculée a partir de la biomasse issue de I'expérience 1 (alimentée
avec le glucose), a 50% également. Ces deux fermentations ont été opérées sans ajout
d’additifs.

2.3 Evaluation du prétraitement, par hydrolyse alcaline, des boues sur la
production des AGVs

Pour tester l'effet du prétraitement par hydrolyse alcaline sur la production des AGV, une
fermentation a été réalisée suite a I'expérience 5, sous les mémes conditions : un pH de 5, une
température de 25°C, une concentration en matiéres en suspension (MES) de 20 g/L et un
volume de travail total de 5 L. Les boues ont été hydrolysées et concentrées a 20 g/L avant la
fermentation. L’inoculation a été effectuée a partir de la biomasse issue de I'expérimentation 4 a

50% et 9 g/L de sucre de table ayant été ajoutés au début de la fermentation.

2.4 Evaluation de la concentration des boues en matiéres en suspension
(MES) des boues, du pH et de la température

Dans des petits fermenteurs, de méme modeéle et de méme volume de travail de 3 L, quatre
fermentations ont été réalisées a la fois, afin d’optimiser la concentration en matieres en
suspension (MES). Cette série a été effectuée avec des boues hydrolysées et sous les mémes
conditions de pH 5 et de température a 25°C, mais avec des concentrations en MES différentes
(15 g/L, 20 g/L, 30 g/L et 35 g/L). Par la suite, une autre série de quatre nouvelles fermentations
a été réalisée pour optimiser le pH. Donc, une concentration de 15 g/L a été fixée avec une
température de 25°C mais en utilisant différents pH (4, 5, 6 et 10). Finalement, la derniére série

a été faite a différentes températures (15°C, 25°C, 35°C et 45°C) et sous les méme conditions
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de pH : 10 et de concentration (MES : 15 g/L). Pour chaque série de fermentations, I'inoculation

a été réalisée a partir de I'inoculum préparé, a 40%.

3. Méthodologie analytique

3.1 Hydrolyse

Pour les séries d’expériences d’optimisation des paramétres, les boues ont subi une hydrolyse
thermo-alcaline avant leurs utilisations comme substrat de fermentations. Ce prétraitement a été
conduit dans un hydrolyseur en acier inoxydable congu par la compagnie EBR (Québec,

Canada). Le volume de travail maximum est de 10 litres.

L’hydrolyseur est équipé d’'un agitateur nécessaire lors de I'hydrolyse des boues. Le chauffage
se fait par circulation de vapeur dans un serpentin ou encore par injection directe de vapeur vive
dans les boues a partir de la base de la cuve. La vapeur provient d’'une chaudiére de 48 KW
(Caloritech Inc., Edmonton, Alberta, Canada). Le suivi de la pression est réalisé avec un
manomeétre et les valeurs de pression peuvent, par la suite, étre converties en valeur de

température grace a une liste de conversion appropriée.

Les hydrolyses ont été effectuées a une température de 140°C, pendant 30 min a pH 10. Les
boues ont été préalablement concentrées a des valeurs supérieures a celles désirées pour la
fermentation, car elles subissent un effet de dilution par la vapeur injectée au cours du
processus. Par la suite, le pH des boues a été ajusté a 10,0 avec une solution de NaOH 4N. Les
boues ont été, ensuite, chauffées jusqu’a environ 100°C par circulation de vapeur dans le
serpentin. Une fois le point d’ébullition atteint, la température a été augmentée jusqu’a 140°C
par injection directe de vapeur dans les boues. Le maintien de cette température pendant 30
minutes se fait manuellement en fermant et en ouvrant la valve régissant I'entrée de la vapeur
dans I'hydrolyseur. Aprés refroidissement, le pH des boues a été réajusté a la valeur voulue
avec une solution de H,SO, 4N. Par la suite, les MES ont été mesurées pour ajuster les

concentrations désirées.
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3.2 Fermentation

3.2.1.Description des bioréacteurs

Les expériences de 1 & 6 ont été effectuées dans un bioréacteur en verre de 7,5 L (LABFORS
3, INFORS AG, Switzerland) dont le volume de travail est de 4 L. Ce réacteur est équipé d’un
contréleur d’agitation, d’aération, de température, de pH, de mousse et d’'oxygéne dissous (DO).
Ce réacteur est relié a un ordinateur et peut étre contrélé a I'aide d’un logiciel. L’agitation est
assurée au moyen d’un arbre d’agitation muni de deux pales de type RUSHTON et de trois

contre-pales.

Le controle de la température est possible grace a I'action combinée d’une jupette chauffante
enveloppant la partie inférieure de la cuve et d’'un tube réfrigérant (circulation d’eau froide)
plongé a méme le milieu de fermentation. La régulation de la température est soumise a des

contrdles automatiques gérés par ordinateur.

La mesure du pourcentage en oxygene dissous et du pH est assurée par deux sondes reliées a
des analyseurs numériques. L’addition des agents neutralisants (NaOH et H,SO, 4N) s’effectue
au cours de la fermentation par I'intermédiaire d’un contrdleur automatique afin de contréler le
pH. Ces agents chimiques sont injectés dans le milieu de culture a l'aide de pompes

péristaltiques.

Les expériences d’optimisation sont effectuées dans 4 bioréacteurs en verre de 5 L (Biostat B
plus, Sartorius Stedim Biotech, Allemagne) dont le volume de travail est de 3 L. Ces réacteurs
sont équipés d’'un contréleur d’agitation, d’aération, de température, de pH, de mousse et
d’'oxygéne dissous (DO). L’agitation est assurée au moyen d’'un arbre d’agitation muni de deux

pales de type RUSHTON et de trois contre-pales.

Une boucle de chauffage/refroidissement permet la circulation de l'eau a la température
appropriée dans la double paroi, de fagon a maintenir la température du bioréacteur. Cette

régulation de température est soumise a des contrbéles automatiques gérés par le contréleur.

La mesure du pourcentage en oxygene dissous et du pH est assurée par deux sondes reliées a
des analyseurs numériques. L’addition des agents neutralisants (NaOH et H,SO, 4N) s’effectue
au cours de la fermentation par l'intermédiaire d’'un contréleur automatique afin de contréler le
pH. Ces agents chimiques sont injectés dans le milieu de culture a l'aide de pompes

péristaltiques.
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3.2.2.Fermentation et échantillonnage

Aprés avoir hydrolysé les boues et ajusté les concentrations des MES et du pH désirés, les
bioréacteurs ont été alimentés a la fois avec le volume nécessaire de boues hydrolysées et
I'inoculum. Ills ont fonctionné par la suite pendant 48h. Des échantillonnages ont été effectués
toutes les 6 heures. A chaque échantillonnage, 10 a 15 mL d’échantillon est conservés a 4°C
dans des tubes stériles.

3.3 Analyse des échantillons recueillis

Les échantillons recueillis sont utilisés pour la détermination des solides totaux, des matiéres en

suspension, des matiéres volatiles en suspension et pour la quantification des AGV.

3.3.1.Détermination des solides totaux (ST), des matiéres en suspension (MES)

et des matiéres volatiles en suspension (MVES)

Les solides totaux (ST), les matiéres en suspension (MES) et les matiéres volatiles en
suspension (MVES), ont été déterminés suivant la procédure décrite dans APHA-AWWA-WPCF
(1989). Ainsi, pour la détermination des solides totaux (ST), trois échantillons de 10 mL de
chaque échantillon requis sont déposés dans trois nacelles pré-pesées et placées dans une
étuve & 105°C pour une durée de 24 heures. Par la suite, les nacelles sont pesées a nouveau.

Le calcul des ST pour chaque échantillon s’effectue a I'aide de I'équation suivante :

Poids nacelle aprés 24 heures & 105°C (q) — Poids nacelle vide (q)

Volume de I'échantillon de boues (L)

En ce qui concerne la moyenne des trois résultats obtenus, celle-ci est calculée par la suite.
Pour la détermination des matiéres en suspension (MES), trois échantillons de 4 mL de chaque
échantillon requis ont été centrifugés pendant 20 minutes a 9000 rpm a laide d’'une
centrifugeuse RC 5C Plus de Sorvall (Asheville, Caroline du Nord, USA.). Le surnageant a été
préparé pour les analyses des AGVs, alors que les culots ont été déposés dans des nacelles
pré-pesées. De I'eau distillée est employée afin de bien rincer les tubes a centrifugation, de
fagon a s’assurer que tout le culot est transféré dans la nacelle. Les nacelles sont par la suite
placées dans une étuve a 105°C pour une durée de 24 heures. La méme procédure de calcul

que pour la détermination des ST est par la suite appliquée.
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Pour déterminer les matieres volatiles en suspension (MVES), nous utilisons les mémes trois
nacelles que nous déposons dans un four a 550°C pour une durée de 15 minutes. Le calcul des

MVES s’effectue de la fagon suivante :

Poids nacelle avant passage a 550°C (g) — poids nacelle aprés passage a 550°C (q)

Volume de I'échantillon de boues (L)

Par la suite, nous calculons la moyenne des trois résultats obtenus.

3.3.2.La quantification des AGVs

Aprés la centrifugation des échantillons, le surnageant a été filtré avec une microfibre
Whatmann GF/C, dont la taille des pores est de 0,45 um. Le filtrat a été recueilli par la suite

dans un flacon de chromatographie en phase gazeuse.

La composition des AGVs a été analysée par chromatographie en phase gazeuse (GC. Agilent
7890B) avec détecteur FID et une colonne HP-INNOWax (30m x 250um x 0,25um). L'azote était
le gaz porteur et le flux était de 1,5 mL/min. L'orifice d'injection et le détecteur sont maintenus a
260°C et 300°C, respectivement. Le four de GC a été programmé pour commencer a 120°C et a
y rester pendant 1 minute, puis d'augmenter a un taux de 10°C/min jusqu’a 250°C et de tenir a
250°C pour un temps supplémentaire de 2 minutes. Le volume d'injection de I'échantillon était
de 1.0 pL.
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Chapitre 5 :
Résultats et discussion

1. Evaluation de I’ajout des additifs sous forme de sucre

Pour améliorer la productivité des bactéries acidogénes lors de l'acidification des boues
provenant de l'usine des pates et papiers, trois types de sucre différents ont été utilisés pour
activer la biomasse et par conséquent améliorer la production des AGVs (voir section 4.2.1). La
figure 3 illustre I'évolution de la concentration des AGVs totaux en fonction du temps en ajoutant
le glucose, le saccharose et les eaux usées riches en amidon. La concentration des trois sucres
été de 9 g/L. La figure 4 présente les courbes de concentration de chaque composé d’AGV
produit par rapport au temps.

AGVt
__ 6000
<
w5 5000
E
+ 4000
5 == sans ajout de sucre
<< 3000
< == Saccharose
c 2000
g Glucose
® 1000
c =é=Amidon
5 0 IR — ¥4
S 0 6 12 18 24 30 36 42 48
o

Temps (h)

Figure 3: Evolution de la production des AGVt en fonction du temps lors de trois
fermentations qui utilisent différents sucres comme additifs.
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Figure 4 : Evolution des différents AGVs en fonction du temps lors de la fermentation
utilisant le saccharose comme additif.

La figure 3 présente I'évolution de la concentration totale en mg/L d’AGV en fonction du temps
pour les trois expériences utilisant des additifs sous forme de sucres. Durant la fermentation qui
utilise le sucre de table, la concentration des AGVs a augmenté dans le temps pour atteindre un
pic a 36h. Egalement, la concentration des AGVs pendant la fermentation utilisant le glucose, a
connu une augmentation jusqu’a 48h. Cependant, la production des AGVs en ajoutant le sucre
de table a été la plus importante pendant toutes les heures de la fermentation. Les
concentrations maximales obtenues avec le sucre de table et le glucose étaient,
respectivement, de 5 185,96 et de 2 562,7 mg/L. Toutefois, lors de la fermentation alimentée
avec des eaux usées riches en amidon, la production des AGVs était trés faible durant toutes

les heures de la fermentation. Un maximum de 342,9 mg/L a été remarqué a la 36° heure.

La figure 3 a montré que la production des AGVs était plus importante en utilisant le sucre de
table, appelé aussi saccharose, comme additif. Ce dernier s’hydrolyse en glucose et en fructose
en présence de l'eau et a une température modérée. Donc, une production supérieure des
AGVs lors de l'utilisation du saccharose au lieu du glucose semble raisonnable, sachant que la
quantité de sucre a été diluée avec de l'eau distillée sous une température modérée avant
I'ajout. Chen et al. (2001) ont trouvé que le rendement en hydrogéne obtenu lors de I'utilisation
du saccharose comme substrat a dépassé celui obtenu par Taguchi et al. (1995) et par Kataoka
et al. (1997) lors de la fermentation du glucose. Sachant que les concentrations élevées en
hydrogéne sont fortement dépendantes de la production des AGVs, surtout de I'acide butyrique
(Chen et al., 2001; Chen et al., 2002; Cheong et Hansen, 2006).
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La figure 3 a montré aussi que la production des AGVs lors de la fermentation des boues de
traitement des effluents issues de l'usine de pates et papiers alimentée avec les eaux usées
d’amidon était trés faible, avec un maximum de 342,9 mg/L. Cela peut étre expliqué par la
complexité de la molécule du sucre d’amidon qui impose une étape d’hydrolyse nécessaire a
son assimilation par les bactéries. Une étape de prétraitement des eaux usées d’amidon avant

l'utilisation peut étre efficace.

Dans des études qui ont été menées sur 'acidogenése des eaux usées contenant du glucose
(Zoetemeyer et al., 1982; Cohen et al.,1984), du saccharose (Chen et al., 2001) et de I'amidon
(Lay et al., 1999), les résultats ont révélé que les conditions favorables de l'acidogenése
dépendent du substrat. Pourtant, les autres parametres qui influencent la production des AGV a
part le type du substrat, tel que les paramétres opérationnels, peuvent influencer
significativement la production des AGVs (Gang Wang et al., 2005). Ainsi, l'effet de la
concentration du saccharose sur la production des AGVs n'était pas significatif dans plusieurs
études (Yang et al., 1994; Yu et Fang, 2000; Gang Wang et al., 2005).

La figure 4 présente les courbes de concentrations de chaque composé d’AGV produit par
rapport au temps, lorsque le sucre de table (saccharose) a été ajouté. Les AGVs principalement
produits sont l'acide acétique, 'acide butyrique et I'acide propionique a des pourcentages de
30,8%, 16,1% et 45,1% par rapport au total des AGVs, respectivement. L’acide iso-butyrique,
I'acide valérique et I'acide iso-valérique sont également produits mais a des quantités trés

faibles.

La figure 4 montre que les concentrations des acides acétique, butyrique et propionique ont
toutes augmenté avec l'augmentation du temps de fermentation pour, finalement, atteindre un
niveau maximum de 1 596,8 mg/L, 834,1 mg/L et 2 346 mg/L, respectivement. Donc, I'acide
butyrique était le plus dominant et la production de chaque AGV indépendamment de l'autre a

maintenu I'ordre suivant : acide butyrique > acide acétique > acide propionique.

L’acide butyrique était le plus dominant dans la production des AGVs et la production des AGV
individuels a été maintenue dans l'ordre suivant: acide butyrique > acide acétique > acide
propionique. Ces résultats sont similaires a ceux obtenus par plusieurs études (Chen et al.,
2001; Wang et al., 2005; Perera et Nirmalakhandan, 2010) qui ont démontré que les acides
acétique, propionique et butyrique sont les principaux produits de la fermentation acidogene du

saccharose et I'acide butyrique est le plus dominant.

Au cours de la fermentation alimentée par le glucose, le principal acide produit était I'acide

acétique dans un pourcentage de 82,7%. Les autres acides ont été produits a faibles quantités.
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Les pourcentages de l'acide propionique et de l'acide butyrique étaient de 6% et de 4,6%,
respectivement. Ainsi, la concentration maximale de l'acide acétique (2 562,7 mg/L) était
supérieure a celle obtenue lors la fermentation utilisant le saccharose (1 596,8 mg/L).
Egalement, Fernandez et al. (2010) ont trouvé que l'acide acétique est le produit qui a la plus

forte concentration lors de la fermentation du glucose.

Bien que I'acide acétique soit considéré comme un substrat trés précieux pour la production de
polyhydroxyalkanoates (PHA), un mélange de ce dernier, d’acide butyrique et d’acide
propionique peut étre plus efficace pour cette production, puisque la longueur de chaine des
AGV a une grande influence sur la composition, les propriétés mécaniques et I'application de
PHA en résultant. Plusieurs études ont montré que les acides acétique et butyrique favorisent la
production de 3-hydroxybutyrate (3HB) tandis que les acides propionique et valérique favorisent
la synthése de 3-hydroxyvalérate (3HV) (Lemos et al.,, 2006; Albuquerque et al., 2007
Bengtsson et al., 2010; Jiang et al.,, 2011,). C’est ce qui explique l'importance d’avoir un
mélange des principaux composés des AGVs et c’est ce qui démontre que I'utilisation de sucre

de table (saccharose) était plus efficace.

2. Evaluation de I'utilisation des inocula développés

Deux autres expériences ont été réalisées suite aux trois premiéres expériences pour tester
I'effet d’utilisation d’un inoculum développé, d’'une part, et pour éviter I'utilisation de sucres,
d’autre part. Les boues de I'expérience 4 ont été inoculées a 50%, a partir de la biomasse issue
de I'expérience 2, dont le saccharose a été ajouté, alors que les boues de I'expérience 5 ont été
inoculées a 50%, a partir de I'expérience 1 utilisant le glucose. La figure 5 présente les courbes
de production des AGVt dans les expériences 4 et 5. La figure 6 illustre la réduction de la MVES

calculée en mg/L, a différents temps de fermentation, pendant les expériences 1, 2, 4 et 5.
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Figure 5: Evolution de la concentration des AGVt en fonction du temps lors de deux
fermentations inoculées a partir des biomasses des expériences 1 et 2 a 50% sans ajout
de sucre.
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Figure 6 : Evolution de la concentration de la MVES en fonction du temps lors de quatre
fermentations utilisant les mémes conditions de pH et de température, mais avec des
inoculations différentes.
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Tableau 3 : Récapitulatif des conditions expérimentales des expériences 1, 2,4 et 5

Expérience | pH Temp()oeé;iture C;?]nli:/leEnStr(a;/llc_))n Additifs Inoculum
1 5 25 20 Glucose Boues anaérobies
2 5 25 20 Saccharose Boues anaérobies
4 5 25 20 Sans additif E’Slom'a Sseé de
'expérience 2
5 5 25 20 Sans addiif | Blomasse de
I'expérience 2

La figure 5, présente les courbes de productions des AGVs obtenues lors des expériences 4 et
5. Cette figure montre que la production des AGVt, lors de l'utilisation de I'inoculum développé
par I'ajout du saccharose, a augmenté rapidement pour atteindre une concentration maximale
de production enregistrée qui était de 2 519,2 mg/L en 36h. Lors de l'inoculation avec la
biomasse activée par du glucose, la production des AGVt a connu une augmentation
significative en 6h seulement. Aprés cette période, la production d'AGVt a connu une légére
augmentation durant les 30h suivantes, pour atteindre, en fin de compte, un maximum de
1 579,2 mg/L. Ainsi, les résultats de la section 5.1 ont montré que la production des AGV a été

supérieure lors de l'utilisation du saccharose par rapport a l'utilisation du glucose.

La figure 5 a montré que la production des AGVs, en utilisant un inoculum développé par I'ajout
du saccharose, a augmenté rapidement dans le temps. Par contre, pendant I'expérience
inoculée avec la biomasse activée par du glucose, la production n’a connu une augmentation
significative que dans les premiéres 6h. Les résultats de la section 5.1 ont montré que la
production des AGVs a été supérieure lors de I'utilisation du saccharose que lors d’utilisation du
glucose. Nous pouvons constater que la production élevée dans I'expérience 4 est due,
probablement, a I'inoculation a partir d’'une biomasse active vis-a-vis la production des AGVs qui
est riche en bactérie acidogene, puisque cet inoculum a été acclimaté dans des conditions

acidogenes favorables.

La figure 6 illustre la réduction de la MVES a différents temps de fermentation, lors des
expériences 1,2, 4 et 5. Nous constatons, d'aprés cette figure, qu’il y avait une réduction
différente de la MVES pour les expériences 4 et 5. Généralement, une réduction trés importante

de MVES a été observée durant les 36h de I'expérience 4 avec un pourcentage d’environ 56%,
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ce qui était trés cohérent avec la production des AGV. Pour I'expérience 5, la réduction de la
MVES était faible durant toutes les heures de la fermentation. Elle n’a pas dépassé 29%. Cette
réduction ralentie n’était pas cohérente avec la production des AGVs pendant les premiéres 6h.

Pour les expériences 1 et 2, il est clair qu’il n’y a pas eu de réduction significative dans la MVES.

La figure 6 a montré qu’il y avait une réduction trés importante de la MVES pendant I'expérience
4, qui a atteint 56%, ce qui était trés cohérent avec la production des AGVs. Pourtant, dans
I'expérience 5, la réduction de la MVES était faible durant toutes les heures de la fermentation.
Elle n’a pas dépassé 29%. Cette réduction ralentie n’était pas cohérente avec la production des
AGVs pendant les premiéres 6h. L’augmentation rapide de production des AGVs, pendant
seulement 6h au début de la fermentation, peut-étre expliquée par la présence du glucose
résiduel dans l'inoculum. Dans le cas des expériences 1 et 2, aucune réduction significative
dans la MVES n’a été constatée. La production trés élevée des AGVs durant ces deux
fermentations est donc due a lutilisation uniquement des sucres comme substrat pour la
production des AGVs. Ceci est logique, puisque les molécules de sucres sont facilement

assimilées par les bactéries.

Concernant la distribution de différents produits d’AGV, l'acide acétique, I'acide propionique et
'acide butyrique étaient les produits principaux dans I'expérience 4, avec des pourcentages de
24,89%, 16,22% et 42,49%, respectivement. Cela refléte les résultats de I'expérience 2, ou le
saccharose était utilisé. Toutefois, pour I'expérience 5, le principal produit dans la composition
des AGVs était I'acide acétique a 71,23%. Cette différence dans la distribution des composés
d’AGV est la résultante de la diversité microbienne qui compose les deux inocula différents.
Celui qui a été acclimaté avec le saccharose a donné les acides acétique, propionique et
butyrique comme produits principaux, et celui qui a été acclimaté avec du glucose a donné

seulement I'acide acétique comme produit principal.

La production des AGV était plus importante dans l'expérience 4. Cette expérience a été
inoculée par la biomasse de I'expérience 2, qui a été activée par du saccharose. Ce qui explique
le fait d’avoir les acides acétique, propionique et butyrigue comme étant les produits principaux

dans l'ordre suivant : acide butyrique > acide acétique > acide propionique.

3. Evaluation de I'utilisation des boues prétraitées

Une autre expérience a été ajoutée pour tester I'effet de l'utilisation des boues prétraitées.

L’inoculation dans cette expérience a été réalisée a partir de la biomasse de I'expérience 4, 9
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g/L de sucre de table étant ajouté au début de la fermentation. La figure 7 présente deux
courbes de production des AGVt par rapport au temps, I'une a partir des boues hydrolysées en
ajoutant du saccharose et 'autre a partir des boues fraiches en ajoutant la méme quantité de
saccharose. La figure 8 illustre la variation de MES et MVES dans les différents temps de

fermentation, pour I'expérience utilisant les boues hydrolysées.
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Figure 7: Evolution de la production des AGVs en fonction du temps lors de la
fermentation en utilisant du saccharose avec des boues fraiches et en utilisant du
saccharose avec des boues hydrolysées.
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Figure 8 : Evolution de la MES et la MVES en fonction du temps lors de la fermentation en
utilisant du saccharose avec des boues fraiches et en utilisant du saccharose avec des
boues hydrolysées.

La figure 7 montre que, la production des AGVs a partir des boues hydrolysées était importante
et a augmenté rapidement pendant les 36h de la fermentation. De méme, lors de I'utilisation des
boues fraiches, la production des AGVs a augmenté rapidement pendant les 36h. Pendant les

premiers six heures de fermentation, nous avons constaté une méme production des AGVs pour
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les deux expériences comparées. Aprés les six heures de mesures, nous avons remarqué que
I'expérience qui utilise des boues hydrolysées a affiché des valeurs élevées dépassant celle
enregistrées par les boues fraiches. La production maximale dans I'expérience 6 était de 12 800

mg/L a I'heure de 36h, alors que dans I'expérience 2 elle était de 5 185,96 mg/L.

La figure 7 montre que la production des AGVs a partir des boues du traitement des effluents
issues de l'usine de pates et papiers, qui sont hydrolysées, était beaucoup plus avantageuse.
En effet, sa concentration maximale en AGVt a abouti & 12 800 mg/L, concentration qui était
tres importante dans tout ce travail. De plus, la figure 8 montre une réduction importante dans
les MES et MVES des boues hydrolysées utilisées qui a atteint un maximum de 57% et 49%,
respectivement aprés 42h de fermentation. La production des AGVs, qui était trés élevée lors de
la fermentation utilisant des boues hydrolysées, est due a I'utilisation a la fois du saccharose et
de la MES des boues, comme substrat pour la production des AGVs. En outre, le prétraitement
thermo-alcalin des boues permet I'hydrolyse des substances complexes présentes dans les
boues et, par conséquent, permet également d’avoir des substances solubilisées et simples qui

sont facilement assimilables par des bactéries.

La figure 8 illustre les variations des concentrations de la MES et la MVES en mg/L, selon les
différents temps de fermentation, pour I'expérience utilisant les boues hydrolysées. Cette figure
montre des réductions importantes dans les concentrations en MES et en MVES des boues
hydrolysées utilisées qui atteignent un maximum de 57% et 49%, respectivement aprés 42h. La
production des AGVs, trés élevée lors de la fermentation utilisant des boues hydrolysées, est
due a l'utilisation a la fois du saccharose et de la MES des boues, comme substrat pour la

production des AGVs.

4. Evaluation de la concentration en MES

Pour évaluer I'effet de la concentration en MES des boues utilisées sur la production des AGV,
quatre expériences ont été réalisées avec quatre concentrations en MES différentes : 15 g/L, 20
g/L, 30 g/L et 35 g/L. la figure 9 illustre I'évolution de la production des AGV pendant 48h en
utilisant différentes concentrations en MES (15, 20, 30 et 35 g/L). Le tableau 4 résume I'effet de
la concentration en MES sur le pourcentage en concentration des différents AGVs individuels
par rapport aux AGVt et le tableau 5 montre le pourcentage en concentration de chagque AGV

durant le temps en utilisant la concentration de 15 g/L.
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Figure 9: Evolution de la concentration des AGVt en fonction du temps lors de quatre
fermentations effectuées dans les mémes conditions avec des différentes concentrations
en MES différentes (15, 20, 30 et 35 g/L).

Tableau 4 : Effet de la concentration en MES sur le pourcentage en concentration de
chaque AGV par rapport aux AGVt.

MES  AGV HAC HPr HBu i-HBu HVa i-HVa
(glL)  (mg/L) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
15 1593,6 38,73 51,91 1,38 4,1 0 3,88
20 4704,22 71,97 8,81 14,37 1,93 1,11 1,81
30 7788,7 68,96 13,06 13,27 1,14 1,97 1,61
35  12820,79 90,16 3,87 3,87 0,85 0,57 0,96

Note : HAc = acide acétique, HPr = acide propionique, HBu = acide butyrique, i-HBu = iso-butyrique,
HVa = acide valérique, i-HVa = acide iso-valérique. Les données présentées sont la moyenne des essais
en triple.
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Tableau 5: Variation du pourcentage en concentration de chague AGV par rapport au
temps a une concentration en MES de 15 g/L

Temps (h) 0 6 18 24 30 36 48

HAc (%) 0,00 73,81 67,49 48,50 73,21 38,73 37,83
HPr (%) 0,00 0,00 32,51 25,52 8,88 51,91 53,14
HBu (%) 0,00 26,19 0,00 1,92 7,35 4,10 5,17
i-HBu (%) 0,00 0,00 0,00 18,95 191 1,38 0,07
HVa (%) 0,00 0,00 0,00 511 8,66 3,88 3,80
i-Hva (%) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Note : HAc = acide acétique, HPr = acide propionique, HBu = acide butyrique, i-HBu = iso-butyrique,
HVa = acide valérique, i-HVa = acide iso-valérique. Les données présentées sont la moyenne des essais
en triple.

D’aprés la figure 9, lors de l'utilisation de la concentration 30 g/L en MES, la production des
AGVs a eu une augmentation trés rapide entre 6h et 18h de la fermentation et a dépassé celle
obtenue par les 3 autres expériences; apres, elle a commencé a ralentir en fonction du temps.
Cependant, pour la concentration de 35 g/L, la production a augmenté trés rapidement aprés
18h de fermentation et a dépassé celle obtenue par la fermentation utilisant la concentration 30
g/L. De méme, pour la concentration de 20 g/L, la production a commencé a augmenter aprés
18h de fermentation jusqu’a 36h, mais elle était faible par rapport aux concentrations de 30 g/L
et 35 g/L. Concernant I'expérience utilisant une concentration 15 g/L, la production était la plus
faible. Pour les quatre expériences, le maximum de production a été obtenu a la trente-sixieme
heure d'opération (36h), soit : 12 820 mg/L, 7 788,7 mg/L, 4 704,22 mg/L et 1 593,6 mg/L, pour
15 g/L, 20 g/L, 30g/L et 35 g/L, respectivement.

Nous pouvons déduire que la concentration en MES des boues affecte trés significativement la
production des AGV. En effet, lors de l'utilisation des concentrations en MES trés élevées de
boues, soit 30 g/L et 35 g/L, la production a abouti a des concentrations trés élevée d’AGV, soit
7 788,7 mg/L et 12 820,8 mg/L en AGVH, respectivement. Par contre, 'utilisation de 20 g/L et 15
g/L de boues a donné seulement 4 704,22 mg/L et 1 593,6 mg/L d’AGV respectivement. Aux
premiéres heures des fermentations, la concentration des AGVt, dans les boues concentrées a
30 g/L, a augmenté rapidement et a méme dépassé celle obtenue avec des boues concentrées
a 35 g/L. Cependant, aprés 18h, la concentration a augmenté rapidement jusqu’a un maximum
de 12 820,79 mg/L et 4 704,22 mg/L d’AGVt a 36h pour les fermentations utilisant 35 g/L et 20
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g/L de concentrations en MES, respectivement. Pour celles utilisant des concentrations de 15
g/L et 30 g/L, 'augmentation était trés faible. D’une fagon générale, la production des AGV a été

améliorée avec 'augmentation de la concentration en MES des boues.

Le tableau 3 résume l'effet du pH sur le pourcentage des AGV individuels par rapport aux AGVt.
Pour les concentrations en MES de 20 g/L, 30 g/L et 35 g/L, I'acide acétique était le produit
principal dans la composition des AGV a des pourcentages de 72%, 69% et 90%,
respectivement. Cependant, a une concentration de 15 g/L en MES, les produits principaux
étaient l'acide acétique et I'acide propionique. Le tableau 4 montre le pourcentage de chaque
AGV durant le temps en utilisant la concentration de 15 g/L. D’aprés ce tableau, I'acide acétique
était ’TAGV dominant avec un pourcentage moyen de plus de 56% dans la plupart des temps de
fermentations. Le pourcentage de l'acide propionique a augmenté rapidement a la fin de la
fermentation et a méme dépassé celui de I'acide acétique (53,14 et 37,83, respectivement).
Donc, on constate que la concentration en MES avait une influence sur la distribution des AGV
individuels, et c’est la concentration 15 g/L en MES qui donne un mélange d’acide acétique et

d’acide propionique important.

Le tableau 3 a montré que l'acide acétique était le produit principal dans la composition des
AGV, pour les concentrations de boues en MES de 20 g/L, de 30 g/L et de 35 g/L. Cependant, a
une concentration de 15 g/L en MES, les produits principaux étaient I'acide acétique et I'acide
propionique. Toutefois, le tableau 4 a montré que, lors de l'utilisation de la concentration de 15
g/L, l'acide acétique était TAGV dominant avec un pourcentage moyen de plus de 56% dans la
plupart des temps de fermentation. Mais, le pourcentage de l'acide propionique a augmenté
rapidement a la fin de la fermentation et a méme dépassé celui de I'acide acétique (53,14 et
37,83, respectivement). Donc, on constate que la concentration en MES avait une influence sur
la distribution des AGV individuels, et c’est la concentration de 15 g/L en MES qui donne un

mélange d’acide acétique et d’acide propionique important.
5. Evaluation du pH
5.1 Effet du pH sur la production des AGVt

Pour évaluer I'impact du pH sur la production des AGVs a partir de la fermentation acidogéene

des boues d’épuration des eaux usées provenant du traitement des effluents issues de l'usine
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de pates et papiers, nous avons effectué des mesures pendant 48h, dont les résultats sont
illustrés dans la figure 10.
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Figure 10 : Evolution de la production des AGVt en fonction du temps lors de quatre
fermentations utilisant les mémes conditions de concentration en MES et de température
mais avec différents pH (4, 5, 6 et 10).

La figure 10 montre que les concentrations des AGV ont eu une augmentation pendant 48h,
pour le pH alcalin (pH=10,0) et les deux pH proches de la neutralité (pH=5,0; 6,0). Pourtant, les
concentrations & pH=10 étaient significativement plus élevées que celles des pH 5,0 et 6,0. A
pH proche de l'acidité (pH=4,0) la production des AGVs était trés faible durant toutes les 48h de
la fermentation. La concentration maximale des AGV a des pH 4,0, 5,0, 6,0 et 10,0 étaient
respectivement de 156,17 mg/L, 1438,9 mg/L, 2012,2 mg/L et 5 280,732 mg/L. Donc, la
concentration maximale des AGV était obtenue au pH 10,0.

Les concentrations des AGV a pH alcalin (pH = 10,0) étaient significativement plus élevées que
celles a des pH proches de la neutralité (pH = 5,0; 6,0) et celles du pH acide (pH = 4,0). En
effet, la concentration maximale des AGV a des pH 4,0, 5,0, 6,0 et 10,0 étaient respectivement
de 156,17 mg/L, 1438,9 mg/L, 2012,2 mg/L et 5280,732 mg/L. Donc, la concentration
maximale des AGV était obtenue au pH 10,0. Ces résultats sont similaires aux travaux de Wu et
al. (2009) qui ont considéré le pH 10,0 comme une valeur optimale pour la production des AGV
lors d’une fermentation anaérobie des boues primaires. De méme, Chen et al. (2006) ont étudié
I'effet du pH sur I'’hydrolyse et I'acidification, de 4,0 jusqu’a 11,0, et les résultats expérimentaux

ont montré que les conditions alcalines ont été utiles pour la production des AGV. Il est évident
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que la production d’acides gras volatils a partir des boues peut étre considérablement améliorée

par le contrble de la fermentation a un pH alcalin.

L’augmentation de la production des AGV dans des conditions alcalines a été attribuée aux
deux raisons suivantes : premierement, les conditions alcalines augmentent le taux d'hydrolyse
des boues par ionisation des groupes chargés des substances polyméres extracellulaires dans
les boues. Cela provoque une forte répulsion entre les substances polymeres extracellulaires
(Nielsen et Jahn, 1999), ce qui entraine la libération de glucides et de protéines pour
I'environnement. Par conséquent, les substrats les plus solubles sont disponibles pour la
production d'acides gras volatils dans des conditions alcalines (Wu et al., 2009; Zhang et al.,
2009). La deuxieme raison, c’est qu’'un pH alcalin réduit empéche l'activit¢ des bactéries

méthanogénes qui consomment les AGV (Zhang et al., 2009).

La production a pH 4,0 était extrémement faible et cela pourrait &tre di a l'inhibition de I'activité
bactérienne acidogene par la forte acidité. Dans des études antérieures, les valeurs de pH
optimales de fonctionnement des bioréacteurs pour I'acidification acide ont été généralement
fixées entre 5,0 et 6,0 (Eastman et Ferguson, 1981; Zoetemeyer et al., 1982), mais il convient

de noter que ces études se limitent a des pH inférieurs a 7,0.

5.2 Effet du pH sur la distribution des AGV

Six AGV, a savoir l'acide acétique, l'acide propionique, I'acide butyrique, I'acide valérique,
I'acide iso-butyrique et l'acide iso-valérique sont tous détectés dans les expériences a pH
contrélé (pH 4,0 a 10,0). Le tableau 6 résume I'effet du pH sur le pourcentage en concentration
des AGV individuels par rapport aux AGVt. Le tableau 6 montre le pourcentage concentration de
chaque AGV durant le temps, a pH 10,0.

Tableau 6 : Effet du pH sur le pourcentage en concentration de chaque AGV par rapport
aux AGVt

H AGVt HAC HPr HBu i-HBu HVa i-HVa
P (mg/L) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
4 149,17 41,47 29,64 16,27 1,35 4,47 6,8
5 1438,9 45,6 27,02 10,67 2,57 5,19 8,94
6 2012,2 56,08 21,21 14,31 2,51 5,32 9,79
10 5 280,73 49,22 26,34 0,07 0,18 3,18 21,01
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Note : HAc = acide acétique, HPr = acide propionique, HBu= acide butyrique, i-HBu= iso-butyrique, HVa=
acide valérique, i-HVa= acide iso-valérique. Les données présentées sont la moyenne des essais en
triple.

Tableau 7 : Variation du pourcentage de chaque AGV par rapport au temps a pH 10.0

Temps (h) 0 12 18 24 30 36 48
HAC (%) 0 55,52 55,13 50,06 51,09 49,22 0
HPr (%) 0 8,28 20,50 24,16 24,89 26,34 0
HBU (%) 0 5,12 2,87 1,36 0,53 0,18 0
i-HBU (%) 0 14,36 3,16 1,03 0,52 0,07 0
HVa (%) 0 9,08 14,16 19,44 20,94 21,01 0
i-HVa (%) 0 7,64 4,18 3,94 2,02 3,18 0

Note : HAc = acide acétique, HPr = acide propionique, HBu= acide butyrique, i-HBu= iso-butyrique, HVa=
acide valérique, i-HVa= acide iso-valérique. Les données présentées sont la moyenne des essais en
triple.

Six AGV; a savoir l'acide acétique, I'acide propionique, I'acide butyrique, I'acide valérique,
I'acide iso-butyrique et 'acide iso-valérique sont tous détectés dans les expériences a pH
contr6lé (pH 4,0 a 10,0). Comme on le voit dans le tableau 6, I'acide acétique avait le
pourcentage le plus élevé (41,47%, 45,6%, 56,08% et 49,22%) de pH 4,0 a pH 10,0. Ainsi, la
concentration d’acide acétique maintenait I'ordre suivant : pH alcalin > pH neutre > pH acide. Le
pourcentage d’acide propionique se situe entre 21,21% et 29,64% dans les différents pH
contrélés. Dans la plupart des cas, I'acide acétique, I'acide propionique et I'acide butyrique sont
les trois principaux produits. A pH 4,0, 5,0 et 6,0, les moyennes de ces trois AGV sont
respectivement de 47,72%, 25,96% et 13,75% et, généralement, I'ordre de la concentration des
AGV individuels est: l'acide acétique > I'acide propionique > I'acide butyrique >l'acide iso-

valérique > I'acide valérique > I'acide iso-butyrique.

A pH 10,0, 'AGV dominant est 'acide acétique avec un pourcentage moyen de 52,21%. Le
tableau 7 montre que les pourcentages d’acide propionique et d’acide iso-valérique ont
augmenté avec le temps, alors que le pourcentage de I'acide butyrique a diminué rapidement.
Ainsi, les acides acétique, propionique et iso-valérique sont les principaux produits a pH 10,0 et
leur total moyen représentait 89,97% des AGVt. Plusieurs études ont également constaté que
les trois premiers AGV étaient I'acide acétique, I'acide propionique et I'acide iso-valérique, a pH
10,0 (Wang et al., 1999; Chen et al., 2007; Wu et al., 2009) mais des observations différentes
ont été faites a un pH de 4,0, 5,0 et 6,0.
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Le tableau 6 a montré que six AGV, a savoir I'acide acétique, I'acide propionique, l'acide
butyrique, I'acide valérique, I'acide iso-butyrique et I'acide iso-valérique sont tous détectés dans
les expériences a pH contrdlé (pH 4,0 a 10,0). Cependant, I'acide acétique avait le pourcentage
le plus élevé de pH 4,0 & pH 10,0. Ainsi, la concentration d’acide acétique maintenait I'ordre
suivant : pH alcalin > pH neutre > pH acide. Dans la plupart des cas, I'acide acétique, I'acide
propionique et I'acide butyrique sont les trois principaux produits. A pH 10,0, TAGV dominant est
'acide acétique. Ainsi, le tableau 6 a montré que les pourcentages d’acide propionique et
d’acide iso-valérique ont augmenté avec le temps, alors que le pourcentage de I'acide butyrique
a diminué rapidement. Ainsi, les acides acétique, propionique et iso-valérique sont les
principaux produits a pH 10,0. Plusieurs études ont également constaté que les trois premiers
AGV étaient I'acide acétique, I'acide propionique et I'acide iso-valérique, & pH 10,0 (Wang et al.,
1999; Chen et al., 2007; Wu et al., 2009) mais des observations différentes ont été faites a
différentes valeurs de pH: 4,0, 50 et 6,0. Donc on peut constater que le pH affecte

significativement la distribution des AGVs individuels.

6. Evaluation de la température

6.1 Effet de la température sur la production des AGV

L'effet de la température sur la fermentation des boues primaires a été étudié sur une gamme
de température de 15°C a 45°C. Il est a noter que dans toutes ces expériences, les
concentrations initiales de la MVES étaient pratiguement les mémes (environ 15 g/L),
principalement pour éliminer I'effet de la concentration initiale de la MVES sur la production des
AGV. La figure 11 décrit I'évolution de la production des AGVt a différentes températures (15,

25, 35 et 45°C) et pendant 48h.
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Figure 11: Evolution de la production des AGVt en fonction du temps lors de quatre
fermentations utilisant les mémes conditions de pH et de concentration en MES mais
sous différentes températures (15, 25, 35 et 45°C).

La figure 11 montre que pour les quatre températures étudiées, la concentration des AGVs a
augmenté pendant les 48h. Cette augmentation était ralentie lors de [utilisation de la
température a 15°C, avec un maximum de production des AGVs qui n’a pas dépassé 2 412
mg/L. Toutefois, pour les trois autres températures étudiées (25°C, 35°C et 45°C), la production
était trés importante et a augmenté rapidement jusqu’a des maximums de 6 601, 7 356,56 et
7 796,00 mg/L respectivement. On peut ainsi constater qu’il n’y a pas de variation significative
de production des AGVs entre les températures de 45°C et 35°C. Pourtant, il y'a une
augmentation trés importante, d’environ 63% dans la production des AGVs, lorsqu'on a
augmenté la température de fermentation de 15°C a 25°C, et une augmentation trés légere
dans la production des AGV entre 25°C et 35°C.

D’aprés la figure 11 donc, il est évident que la production des AGV a augmenté dans le temps
pour toutes les températures étudiées, mais cette augmentation était trés ralentie a une
température de 15°C. Pourtant, dans les trois autres températures étudiées (25°C, 35°C et
45°C), la production était trés importante et a augmenté rapidement. Généralement, aucune
variation significative de production des AGV n’a été remarquée entre les températures de 35°C
et 45°C. Cependant, on a observé une augmentation trés importante, d'environ 63%, dans la
production des AGV lorsqu'on a augmenté la température de fermentation de 15°C a 25°C.
Ainsi, une augmentation trés légere dans la production des AGV entre 25°C et 35°C a été

remarquable.
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Ces résultats concordent avec plusieurs études. Par exemples, ceux rapportés par Skalsky et
Daigger (1995), qui ont constaté que le taux de production des AGV a 14°C était d'environ 42%
inférieur a celui observé a 21°C. De méme, Maharaj et Elefsiniotis (2001) ont rapporté 60% et
80% de diminution de concentrations des AGV lorsque la température est passée de 25°C a
16°C et 8°C respectivement. Donc, généralement, on peut constater que, dans les gammes de
faibles températures (8°C-25°C), la concentration des AGV produits augmente avec
'augmentation de la température. Cette augmentation est due a la présence d'une grande
gquantité de glucides et de protéines solubles, qui sont le résultat de I'hydrolyse améliorée a une
température supérieure (Zhang et al., 2009). Toutefois, au-dela de 25°C, la température n’a pas
d’'influence significative sur la production des AGV. Ces résultats sont similaires aux travaux de
Yua et H Fang (2003), qui ont trouvé que 'augmentation de la température de 37°C a 45°C ou

50°C n'a pas abouti a la diminution du degré d'acidification ou du taux de formation des AGV.

6.2 Effet de la température sur la production des AGV

Les pourcentages de chaque AGV sont résumés dans le tableau 8 qui illustre I'effet de la
température sur le pourcentage de chaque AGV par rapport aux AGVt.

Tableau 8 : Effet de la température sur le pourcentage de chaque AGV par rapport aux
AGVt

T (°C) AGVt HAc HPr HBu i-HBu HVa i-HVa
(mgl) (%) (%) (%) (%) ) )
15 24119 43,82 24,51 17,91 1,29 9,52 2,96
25 6 601,01 41,66 23,76 19,18 3,08 9,36 2,96
35 7 356,56 43,5 23,08 19,9 1,69 8,63 3,21
45 7 796 40,3 26,86 19,59 1,95 8,45 2,85

Note : HAc = acide acétique, HPr = acide propionique, HBu = acide butyrique, i-HBu = iso-butyrique,
HVa = acide valérique, i-HVa = acide iso-valérique. Les données présentées sont la moyenne des essais
en triple.

Comme le montre le tableau 8, les principaux produits sont: l'acide acétique, l'acide
propionique, I'acide butyrique et I'acide valérique. Le pourcentage en concentration de I'acide
acétique était dans une gamme de 40 a 44% avec une valeur moyenne de 42%, le pourcentage
en concentration de l'acide propionique était dans une gamme de 23 a 27% avec une valeur

moyenne de 24%, le pourcentage en concentration de I'acide butyrique était dans une gamme
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de 18 a 20% avec une moyenne de 19% et le pourcentage en concentration de I'acide valérique

était dans une gamme de 8,5 a 9,5% avec une valeur moyenne de 9%

Le tableau 8 a montré que, pour les produits principaux, I'acide acétique était dans une gamme
de 40 a 44% avec une valeur moyenne de 42%, I'acide propionique de 23 a 27% avec une
valeur moyenne de 24%, I'acide butyrique de 18 a 20% avec une moyenne de 19% et 'acide
valérique de 8,5 a 9,5% avec une valeur moyenne de 9%. Ces résultats montrent que la
température n’a pas d’effets significatifs sur la distribution des composés différents des AGV. De
méme, aucune variation significative dans la composition des AGV n’a été observée dans

plusieurs études qui ont testé I'effet de la température sur la qualité des AGV générés.
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Conclusion et recommandations

La présente étude confirme lintérét que présentent les boues d’épuration provenant de
lindustrie papetiére comme substrat alternatif pour la production des AGV. L’'ensemble des

stratégies explorées a permis d’améliorer cette production.

La premiére stratégie, qui était basée sur Il'utilisation des additifs sous forme de sucre pour
améliorer l'activité des bactéries acidogenes, a montré que le saccharose est le meilleur additif
choisi et qu’il favorise la production des acides acétique, butyrique et propionique comme

principaux AGV.

Ensuite, I'étude du développement d’inocula a permis de déterminer qu’'un inoculum préparé a
partir de boues provenant de l'usine de péates et papiers, avec l'utilisation du saccharose comme
additif, et acclimaté dans des conditions acidogéne favorables, améliore la production des AGV
et aboutit a une réduction importante en MVES. De plus, I'hydrolyse thermo-alcaline des boues
avant la fermentation a un effet bénéfique sur les performances du procédé de production des
AGV. L’application du prétraitement thermo-alcalin a permis d’atteindre une concentration
importante d’AGVt, et de contribuer a une réduction importante des concentrations en MES et
en MVES des boues hydrolysées utilisées (57% et 49%, respectivement). Ces résultats peuvent
montrer que le prétraitement a permis une augmentation de la biodisponibilité des éléments

nutritifs suite a une dégradation des matieres complexes contenues dans les boues.

Enfin, ces travaux ont également démontré que la concentration en MES des boues, le pH et la
température affectent significativement la production des AGV, et les résultats ont permis de

tirer les conclusions suivantes :

o L’augmentation de la concentration en MES des boues a un effet positif sur la production des
AGV. La production maximum (12 820,8 mg/L) observée a été obtenue dans les boues
concentrées a 35 g/L de MES.

o Le pH 10,0 est le pH optimum pour la production des AGV a partir de la fermentation des
boues provenant de l'usine de pates et papiers et les principaux AGV obtenus étaient : I'acide
acétique, I'acide propionique et I'acide iso-valérique.

o La concentration des AGV produits augmente avec l'augmentation de la température
seulement dans les gammes de faible température. Au-dela de 25°C, la température n’a pas

d’influence significative sur la production des AGV.



Généralement, la concentration en MES et le pH influencent la distribution des AGV. Pourtant,

la

température n’avait pas d’effets remarquables sur la distribution des différents AGV

individuels.

En somme, les travaux réalisés au cours de cette étude démontrent le potentiel des boues

d’épuration provenant de l'usine de péates et papiers pour la production des AGV. Cependant, il

reste plusieurs travaux a mener afin de répondre aux questions soulevées lors de ces travaux et

afin de poursuivre I'optimisation du procédé. Les recommandations pour des travaux ultérieurs

sont les suivantes :
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Lors de prochains travauy, il serait souhaitable de mesurer les concentrations des hydrates
de carbone et des protéines solubles a différents moments de la fermentation.

Egalement, il serait intéressant d’étudier I'évolution de la variation de la concentration en
DCO soluble au cours de la fermentation et la comparer avec la concentration des AGV
produits. En effet, la demande chimique en oxygéne (DCO) soluble est un paramétre qui
représente le degré d'hydrolyse et de solubilisation effectuées par des bactéries acidogénes
et le rapport AGV/DCO est une mesure de degré de succés de I'acidogenése, représentant la
quantité de matiére solubilisée qui a été convertie en AGV (Maharaj, 1999).

Au cours de ces travaux, les paramétres du prétraitement d’hydrolyse thermo-alcaline (pH,
température et durée) proviennent de travaux antérieurs et n‘ont pas été optimisés pour la
production des AGV. Il serait souhaitable d’étudier de fagon approfondie les paramétres de
I'hydrolyse thermo-alcaline et aussi d’autres prétraitements et de choisir la méthode la plus
productive et a faibles codts.

Il est suggéré d’entreprendre une étude sur I'évolution de la biomasse au cours des
fermentations.

Une optimisation du temps de rétention lors de la fermentation est aussi souhaitable.
Finalement, une étude de production de PHA a partir des AGV produits devra étre entreprise
ultérieurement. Les boues provenant de l'usine de pates et papiers fermentées peuvent

enrichir la communauté microbienne productrice de PHA.
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ANNEXES

Annexe 1: Production des AGVs,

saccharose (expérience 1)

pendant 48h, lors

de

I'utilisation du

Temps (h) 0 6 18 24 36 48 Pourcentage (%)
A. acétique 0 312 | 772,5 | 1173,1 | 1596,8 | 1525,4 30,79

A. propionique 0 |3695| 454 562,3 | 834,1 | 831,5 16,08
A.iso-butyrique 0 89 106 86,5 102,1 | 104,7 1,97

A. butyrique 0 879 1595 | 1821,2 | 2340,7 | 2346,3 45,13
A.iso-valérique 0 147 189 1355 | 163,1 | 153,7 3,15

A. valérique 0 | 1245 | 166,5 | 128,8 149,2 | 140,1 2,88

Total 0 | 1921 | 3283 | 3907,4 | 5186 |5101,7 100,00

Annexe 2 : Production des AGVs, pendant 48h, lors de l'utilisation du glucose

(expérience 2)

Temps (h) 0 3 6 18 24 30 36 48 %
A. acétique 0| 303 283 683 858 1387 | 1622,53 | 2120 82,73
A. propionique 0| 56,5 | 1344 | 73,8 98,7 130,5 | 113,01 | 154,2 6,02
A.iso-butyrique | 0 | 34,9 51,1 30,9 37,8 47,4 43,37 53 2,07
A. butyrique 0| 215 | 109,4 | 59,4 78,4 101,2 96,34 118,3 4,62
A.iso-valérique 0| 45,6 74 42,4 53,6 69,4 61,13 78,2 3,05
A. valérique 0 10 36,8 | 25,7 30,1 35,7 33,52 39 1,52
Total 0 | 198,8 | 688,7 | 915,2 | 1156,6 | 1771,2 | 1969,90 | 2562,7 | 100,00
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Annexe 3: Production des AGVs, pendant 48h, lors de l'utilisation des EUA
(expérience 3)

Temps (h) 0 6 15 21 27 36 48 %
A. acétique 0 0 0 0 0 48,6 39,38 14,17
A. propionique 0 0 0 0 0 95,7 45,39 27,91
A.iso-butyrique 0 0 28,8 23,1 41,2 37,1 12,28 10,82
A. butyrique 0 0 0 19 0 78,1 59,38 22,78
A.iso-valérique 0 0 33,6 24,9 60 53,4 27,38 15,57
A. valérique 0 0 0 0 0 30 13,29 8,75
Total 0 0 62,4 67 101,2 | 3429 197,12 100,00

Annexe 4 : Réduction de la MVES, pendant 48h, au cours de I’expérience 1

Temps (h) | MVES (g/L) | % de réduction

0 13,65

6 13,48 1,25
18 13,32 2,42
24 13,11 3,96
36 13,01 4,69
42 12,86 5,79
48 12,62 7,55

74



Annexe 5: Réduction de la MVES, pendant 48h, au cours de I’expérience 2

Temps (h) | MVES (g/L) | % de réduction

0 13,61

6 13,43 1,32
18 13,16 3,34
24 13,19 3,12
27 13,02 4,34
36 12,76 6,24
42 12,71 6,64
48 12,93 5,01

Annexe 6 : Production des AGVs, pendant 48h, au cours de I’expérience 4

Temps (h) 0 3 6 12 18 24 30 36 48 %
A. acétique | 169,7 | 289,7 352,2 | 492,2 539,7 586,3 578,2 637,4 629,3 24,98
A.

o 117,2 | 192,9 210 280 350 402,4 402,1 428,4 408,5 16,22
propionique
A.iso-

) 25,3 42,2 42,1 42,1 73 90,7 89,3 99,8 100,1 3,97
butyrique
A.

) 334 508,3 793,1 | 993,1 | 1026,2 | 1061,3 1100 1079,5 | 1070,5 | 42,49
butyrique
A.iso-

n 41,4 66,8 65,1 65,1 109,3 1427 142,4 157,6 167,4 6,64
valérique
A. valérique | 29,4 48,5 48,2 48,2 103,4 104 103 113,9 143,4 5,69
Total 717,1 | 1138,5 | 1510,7 | 1920,7 | 2201,5 | 2387,3 | 2415,1 | 2516,6 | 2519,2 | 100,00
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Annexe 7 : Production des AGVs, pendant 48h, au cours de I’expérience 5

Temps (h) 0 3 6 12 18 24 30 36 48 %

A. acétique | 10 520,27 | 631,1 | 686,9 712,9 749,10 | 784 857 1124,8 | 71,23
A. 28,3 125,49 | 164,2 | 168,5 171,8 190,00 | 190 163,5 164,3 | 10,41
propionique

A.iso- 63,2 40,65 45,7 56,3 47,8 48,00 47 88,5 65,3 4,14
butyrique

A. 10 98,22 120,1 | 1159 119 139,21 | 119 240,5 128,4 | 8,13
butyrique

A.iso- 100,7 | 65,34 71 74,8 75 88,33 140,5 140,5 73,3 4,64
valérique

A. valérique | 10 26,54 30,7 28,3 31 35,09 58 58 23,1 1,46
Total 222,2 | 876,51 | 1062,8 | 1130,7 | 1157,5 | 1249,73 | 1338,5 | 1548 1579,2 | 100,01

Annexe 8 : Réduction de la MVES, pendant 48h, au cours de I’expérience 4

Temps (h) 0 3 6 12 18 24 30 36 48 %
A. acétique 10 520,27 631,1 686,9 712,9 749,10 784 857 1124,8 | 71,23
A.

o 28,3 125,49 164,2 168,5 171,8 190,00 190 163,5 164,3 10,41
propionique
A.iso-

) 63,2 40,65 45,7 56,3 47,8 48,00 47 88,5 65,3 4,14
butyrique
A.

. 10 98,22 120,1 115,9 119 139,21 119 240,5 128,4 8,13
butyrique
A.iso-

» 100,7 | 65,34 71 74,8 75 88,33 140,5 140,5 73,3 4,64
valérique
A. valérique 10 26,54 30,7 28,3 31 35,09 58 58 23,1 1,46
Total 222,2 | 876,51 | 1062,8 | 1130,7 | 1157,5 | 1249,73 | 1338,5 1548 1579,2 | 100,01

76



Annexe 9 : Réduction de la MVES, pendant 48h, au cours de I’expérience 5

Temps (h) | MES (g/L) | % de réduction

0 14,18

3 13,56 95,63
6 12,64 89,14
12 12,4 87,45
18 11,64 82,09
24 10,81 76,23
30 10,68 75,32
36 10,1052 71,26
48 10,0598 70,94

Annexe 10 : Production des AGVs, pendant 48h, lors de I'utilisation des boues prétraitées
(expérience 6)

Temps (h) 0 6 12 18 24 30 36 42 48

A. acétique 54,89 | 465,90 | 772,98 | 1174,50 | 2454,60 | 2728,80 | 3276,80 5558,70 5302,20

A.

propionique

39,99 | 367,54 | 698,18 | 935,00 | 1027,30 | 1485,00 | 2461,80 3461,81 3485,02

A.iso-

. 9,99 17,77 29,19 38,00 121,90 95,00 109,00 108,96 95,05
butyrique
A.

. 32,89 | 969,77 | 2382,22 | 3527,50 | 3480,10 | 3530,20 | 3495,70 3495,72 3530,19
butyrique
A.iso-

» 12,10 67,88 82,20 169,50 | 216,50 | 102,60 123,00 122,95 102,59
valérique
A. valérique 0,00 143,99 27,20 65,88 85,30 75,10 72,70 72,65 75,09
Total 149,85 | 2032,84 | 3991,97 | 5910,38 | 7385,70 | 8016,80 | 9538,90 | 12820,80 | 12590,10
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Annexe 11 : Réduction de la MES et la MVES, pendant 48h, au cours de I’expérience 6

Temps (h) MES (g/L) % de réduction MVES (g/L) % de réduction

0 15,24 12,49

6 15,32 -0,55 12,91 -2,74
12 14,27 6,33 11,08 9,27
18 11,11 27,07 9,81 17,61
24 9,94 34,74 7,85 30,43
30 9,47 37,88 7,42 33,31
36 7,22 52,60 6,94 36,40
42 6,55 57,01 4,98 49,32
48 6,48 57,51 4,98 49,32

Annexe 12 : Production des AGVs, pendant 48h, lors de I'utilisation de la concentration
de 15 g/L en MES

Temps (h) 0 6 12 18 24 36 48

A. acétique 0 31 276,5 403,87 | 498,1 617,2 578,09
A. propionique 0 0 133,2 212,5 60,4 827,2 812,1
A.iso-butyrique |0 11 0 16 50 65,3 78,99
A. butyrique 0 0 0 157,79 |13 22 1,09
A.iso-valérique |0 0 0 42 56 58,9 61,9 58

A. valérique 0 0 0 0 0 0 0

Total 0 42 409,7 832,72 | 680,4 1593,6 | 1528,27
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Annexe 13 : Production des AGVs, pendant 48h, lors de I'utilisation de la concentration

de 20g/L en MES

Temps (h) 6 18 24 36 48
A. acétique 234,2 694,9 1789,79 3385,5 2743,08
A. propionique 0 135,247467 | 321,53 4145 402,18
A.iso-butyrique 0 29 75,09 90,8128781 90,79
A. butyrique 0 23 498,58 | 675,964792 578,99
A.iso-valérique 0 38 57,98 85,0989406 89,1
A. valérique 0 0 32,91 52,3470389 40,07
Total 234,2 | 920,147467 | 2775,88 | 4704,22365 394421

Annexe 14 : Production des AGVs, pendant 48h, lors de I'utilisation de la concentration

de 30 g/L en MES

Temps (h) 12 18 24 30 36 48
A. acétique 305,7 | 3074,69 | 4491,46 | 4862,9 | 4900,8 | 5370,70 | 5313
A. propionique 96,6 | 264,86 | 484,27 | 448,2 1092 | 1017,20 856,1
A. iso-butyrique 47,98 87,28 63,4 99,3 88,99 0
A. butyrique 84,4 | 308,87 | 694,41 | 583,6 | 1057,9 | 1033,30 735,6
A.iso-valérique 38,28 107,31 86 124,9 125,32 0
A. valérique 28,89 65,22 33,7 100,1 | 153,19 0
Total 486,7 | 3763,6 | 5930,00 | 6077,7 | 7374,9 | 7788,70 | 6904,8
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Annexe 15 : Production des AGVs, pendant 48h, lors de I'utilisation de la concentration
de 35 g/L en MES

Temps (h) 0 6 12 18 24 30 36 48

A. acétique 0 | 164,56 | 271,2 | 1156,25 | 6728,8 | 8276,8 | 11558,7 | 11302,2
A. propionique 0 0 0 489,43 485 | 461,8 | 461,81 485,02
A.iso-butyrique | O 0 0 95,8 95 109 108,96 95,05
A. butyrique 0 0 0 290,95 530,2 | 495,7 | 495,72 530,18
A.iso-valérique | O 0 0 93,24 102,6 123 122,95 102,58
A. valérique 0 0 0 16 75,1 72,7 72,65 75,09
Total 0 | 164,56 | 271,2 | 2141,68 | 8016,7 | 9539 | 12820,79 | 12590,13

Annexe 16 : Production des AGVs, pendant 48h, lors de I'utilisation du pH 4,0

Temps (h) 0 12 18 24 36 48 %
A. acétique 0 0 16,09 62,33 62,98 61,39 41,47
A. propionique 0 0 11,78 43,74 42,65 43,87 29,64
A. iso-butyrique 0 0 6,10 2,99 2,00 1,35
A. butyrique 0 0 9,76 24,17 22,13 24,08 16,27
A.iso-valérique 0 0 0 11,98 12,01 10,06 6,80
A. valérique 0 0 0 7,86 6,42 6,62 4,47
Total 0 0 37,63 156,18 149,18 148,02 100,00
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Annexe 17 : Production des AGVs, pendant 48h, lors de I'utilisation du pH 5,0

Temps (h) 0 12 18 24 36 48 %
A. acétique 0 0 100,1 311,11 505,5 656,2 45,60
A. propionique 0 0 96,1 3,72 130,3 388,8 27,02
A.iso-butyrique 0 0 0 15,61 2.5 37 2,57
A. butyrique 0 0 45,1 16,95 68,1 153,6 10,67
A.iso-valérique 0 0 0 20,91 0 128,6 8,94
A. valérique 0 0 0 41,99 13 74,7 5,19
Total 0 0 241,3 410,29 716,9 1438,9 100,00
Annexe 18 : Production des AGVs, pendant 48h, lors de l'utilisation du pH 6,0

Temps (h) 0 12 18 24 36 48 %
A. acétique 0 | 508,6 705,8 658,9 879,66 1033,1 56,08
A. propionique 0 0 302 285,1 351,67 390,7 21,21
A. iso-butyrique 0 57,2 33,3 122,2 76,96 46,3 2,51
A. butyrique 0 0 113,3 143,7 164,86 263,7 14,31
A.iso-valérique 0 0 69,8 113 111,01 180,4 9,79
A. valérique 0 43,2 72,6 1443 115,67 98 5,32
Total 0 609 1296,8 1467,2 1699,84 2012,2 109,23
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Annexe 19 : Production des AGVs, pendant 48h, lors de l'utilisation du pH 10,0

Temps (h) 0 12 18 24 36 48 %
A. acétique 0 |1025,30 | 2157,20 | 2132,50 | 2252,90 | 2599,20 49,22
A. propionique 0 | 152,90 | 802,30 | 1029,00 | 1097,60 | 1390,90 26,34
A. iso-butyrique 0| 94,60 112,30 58,10 23,50 9,43 0,18
A. butyrique 0 | 265,09 123,62 44,00 23,00 3,70 0,07
A.iso-valérique 0 | 167,62 | 554,10 828,10 923,50 | 1109,50 21,01
A. valérique 0 | 141,10 163,40 167,80 88,90 168,00 3,18
Total 0 | 1846,61 | 3912,92 | 4259,50 | 4409,40 | 5280,73 100,00

Annexe 20 : Production des AGVs, pendant 48h, lors de I'utilisation de la température a
15°C

Temps (h) 0 18 24 30 42 48 %
A. acétique 0 318,8 838,70 903,1 875,9 1056,8 43,82
A. propionique 0 252,7 471,20 529,6 469,9 591,2 24,51
A. iso-butyrique 0 0 33,65 19,6 43,6 31,2 1,29
A. butyrique 0 115 281,20 487.,8 387,6 431,9 17,91
A.iso-valérique 0 0 74,28 79,8 98,1 71,3 2,96
A. valérique 0 0 185,49 133,5 130,2 229,5 9,52
Total 0 686,5 1884,51 21534 2005,3 24119 100,00
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Annexe 21 : Production des AGVs, pendant 48h, lors de I'utilisation de la température a

25°C
Temps (h) 18 24 30 36 48 %
A. acétique 806,10 | 460,10 | 1500,60 | 1998,00 | 2749,87 41,66
A. propionique 624,00 | 687,30 | 1271,22 | 1566,00 | 1568,21 23,76
A.iso-butyrique 26,60 129,20 158,29 80,00 203,17 3,08
A. butyrique 1215,00 | 1202,70 | 1492,86 | 1378,00 | 1266,30 19,18
A.iso-valérique 72,70 561,40 66,76 131,55 195,39 2,96
A. valérique 219,50 | 134,30 442,74 529,00 618,08 9,36
Total 2963,90 | 3175,00 | 4932,47 | 5682,55 | 6601,01 100,00

Annexe 22 : Production des AGVs, pendant 48h, lors de l'utilisation de la température a

35°C
Temps (h) 18 24 30 36 48 %
A. acétique 1294,00 | 1568,00 | 1366,00 | 3200,00 | 2822,00 | 43,50
A. propionique 1730,00 | 1269,26 | 1950,00 | 1698,00 | 1511,00 | 23,08
A.iso-butyrique 61,00 | 209,95 | 203,00 | 124,00 | 198,00 1,69
A. butyrique 597,00 | 1176,00 | 1068,00 | 1464,00 | 1354,00 | 19,90
A.iso-valérique 91,00 | 171,63 | 19500 | 236,00 | 226,00 3,21
A. valérique 87,00 | 796,16 | 518,00 | 634,56 | 793,00 8,63
Total 3860,00 | 5191,00 | 5300,00 | 7356,56 | 6904,00 | 100,00
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Annexe 23 : Production des AGVs, pendant 48h, lors de I'utilisation de la température a
45°C

Temps (h) 0 18 24 30 36 48 %

. acétique 0 757,00 | 2221,00 | 2178,00 | 3190,00 | 3142,00 40,30

. propionique 0 1544,00 | 1572,00 | 1663,00 | 2083,00 | 2094,00 26,86

. butyrique 0 467,00 | 591,00 602,00 1016,00 | 1527,00 19,59

. iso-valérique 0 178,00 | 143,26 176,00 221,00 222,00 2,85

A
A
A.iso-butyrique 0 128,00 91,00 76,00 151,00 152,00 1,95
A
A
A

. valérique 0 262,00 | 367,00 429,00 567,00 659,00 8,45

Total 0 3336,00 | 4985,26 | 5124,00 | 7228,00 | 7796,00 100,00
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