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INTRODUCTION GENERALE



Dix millions d'hectares de la surface du globe sont occupés par environ 820
millions d'oliviers. Plus des deux tiers des arbres sont concentrés dans I'Europe
méditerranéenne; 13 % se trouvent au Proche-Orient, 13 % en Afrique du Nord et 3 % en
Amérique latine et aux U.S.A. Seuls les 3 % américains ne sont pas situés dans l'aire
méditerranéenne (Amoretti et Comet, 1985) comme le montre la fig.1. L'Espagne, la Gréce,
I'ltalie et la Tunisie représentent a eux seuls 65 % de la surface, 76 % des arbres en
production et 74 % de la production totale d'olives. La production annuelle mondiale d'olives
est estimée aux environs de 8,4 millions de tonnes (Nefzaoui, 1987).

Figure 1: Aires de répartition des oliviers dans ie monde.

L'industrie oléicole qui produit principalement I'huile d'olive vierge et I'nuile de
grignons, engendre deux résidus, l'un liquide, les margines et l'autre solide, les grignons.
Lors des divers processus d'extraction de I'huile d'olive, les olives sont malaxées puis pressées
pour séparer les grignons de I'émulsion d'huile et de I'eau de végétation. L'huile est ensuite
separee de la margine par centrifugation (Fig. 2). Les deux procédés d'extraction les plus
utilisés actuellement sont [‘extraction par le systéme de la presse traditionnelle ou la

super-presse et le systéme continu.



100 kg d'olives
—_— 30 kg d'eau

K L Super-presse

RN 130 kg %

E AR :l:l:l‘];IEiI;lllil:l
YT T T TT I] _hllﬂjllli
Broyage Centrifugation
20 kg d'huile
d'olive

40 kg de grignons 70 kg de margines

Figure 2: Schéma du procédé (Super-Press) d'extraction de I'huile d'olive avec les

sous-produits engendrés.

Dans le bassin méditerranéen, la production annuelle de margines peut dépasser les
30 millions de m3 (Fiestas Ros de Ursinos, 1981). Elles sont surtout concentrées dans les
pays producteurs d'huile d'olive. Etant donné que la poliution organique par unité de poids

d'olives est indépendante du processus d'extraction et qu'une tonne d'olives donne en moyenne

45 a 55 kg de demande biologique en oxygéne (DBOs) (Balice et al., 1982), l'industrie
oléicole mondiaie peut produire annuellement 420 106 kg de DBOs. Sachant qu'en moyenne un

habitant rejette annuellement de I'ordre de 20 kg de DBOsg, les margines produites dans le

monde peuvent correspondre aux déchets de 21 millions d'habitants. Ces margines posent de
sérieux problémes pour I'environnement. Leurs effets nocifs dérivent en grande partie de leur
contenu en polyphénols trés difficilement biodégradables. Ces derniers inhibent également la
croissance des microorganismes, et spécialement les bactéries. Flemming et Etchells (1967)
ont isolé des margines un composé phénolique ayant une activité inhibitrice sur les bactéries
lactiques. Cet effet ne serait pas seulement limité aux bactéries mais également aux
champignons (Saiz et Gomez, 1986).

Ces considérations ont conduit les chercheurs a essayer de valoriser les margines
pour limiter leur nature polluante. Cependant, les procédés développés restent trés limités et
leurs colts économiques sont trés élevés. Par conséquent les bassins d'évaporation, par leur
simplicité d'utilisation, restent la solution la plus utilisée malgré les effets néfastes sur

I'environnement.

En Tunisie, les margines produites dans les campagnes sont évacuées dans les

bassins d'évaporation situés a proximité des huileries. Dans les villes, les margines produites
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dans toutes les huileries ne sont plus rejetées dans les égouts mais sont transportées pour étre
épandues dans des bassins d'évaporation construits loin des habitations. Dans la ville de Sfax ou
il existe plus de 200 huileries fonctionnelles, la production annuelle de margines dépasse les
200 000 t les années de bonne pluviométrie. Ces margines sont transportées par camion
citerne (3 dollars/t) vers les bassins d'évaporation aménagés dans la station d'épuration
implantée a proximité de la mer. L'apport de margines a cette station d'épuratibn s'effectue
toute I'année' comme le montre la fig. 3. Cependant, le maximun de margines est regu entre les
mois de décembre et mars inclus.

120000

100000

80000

60000

40000

Productions annueTles (1)

20000

(o]
Années

83/84
84/85
85/86
86/87
87/88
88/89
89/90

40000

30000

20000

Productions mensuelles (t)

Mois

Figure 3: Quantités de margines collectées dans les bassins d'évaporation de la ville de Sfax.

Durant ces mois de pointe, l'arrivée journaliere de margines peut atteindre les
1200 t. La surface de ces bassins est de l'ordre de 1500 m<2 avec une profondeur de 0,8 m a
1,5 m. Cependant, il est constaté que ces bassins sont peu efficaces et la pollution s'accumule
d'années en années. La faible biodégradation est compensée par I'augmentation de la surface des
bassins d'évaporation, mais le prix du terrain devient de plus en plus cher. Dans ces

conditions, la solution préconisée a I'heure actuelie par la ville de Sfax est non seulement
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préfudiciable sur le plan écologique mais également colteuse. La recherche d'une solution
technologique performante devient une nécessité urgente.

Les traitements physiques ne résolvent pas le probléme de la pollution provoquée

par les margines du fait qu'ils réalisent une simple séparation entre I'eau et les matiéres
organiques; il faudrait trouver une utilisation satisfaisante de ces matiéres pour éviter leur
accumulation. En ce qui concerne le traitement biologique aérobie par boues activées, il a été
déja démontré que les margines doivent étre diluées au moins 80 fois pour que le processus
biologique ne soit pas inhibé par les composés toxiques (Balice et al, 1988). De plus, ce
systéme aérobie nécessite une énergie trés importante pour l'aération et le brassage du milieu
et il produit des quantités énormes de boues. Par contre, la digestion anaérobie engendre des
quantitées faibles en boues et produit du biogaz qui peut contribuer a I'amortissement du prix
des installations (Boari et al., 1984). Cependant, la digestion anaérobie des margines se
heurte & des problemes d'acidification, de toxicité et de biodégradabilité. La réalisation de la
‘méthanisation des margines dans de bonnes conditions doit passer par un prétraitement pour
eliminer ou réduire les composés inhibiteurs des bactéries méthanogénes et hydrolyser
certains polymeres pour faciliter ainsi la biodégradabilité de cet effluent.
L'analyse bibliographique a montré que le prétraitement par A. niger qui présente un spectre
trés large de dégradation des composés des margines, devrait faciliter la digestion anaérobie et
éviter ainsi les problémes de dilution des margines et I'accumulation des composés toxiques
dans les digesteurs.

L'objectif de ce travail qui a consisté a concevoir un procédé de dépoliution
biologique des margines, a été réalisé en quatres étapes:

* Analyse physico-chimique des margines et étude de leur toxicité et de leur

biodégradabilité pour améliorer leur méthanisation.

* Optimisation de I'étape de prétraitement des margines par : le choix d'une souche
d'A. niger performante, l'optimisation des conditions de fermentation et la conception d'un
réacteur adapté a ce type de fermentation.

* Traitement des margines préfermentées par A. niger.

* Analyse des résultats obtenus a I'échelle du laboratoire et proposition d'un
procéde de traitement biologique des margines.



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE



1.1, m iti imi rqi

Les margines présentent une couleur rose-brun intense ou noire, avec une forte
odeur d'olive, un aspect trouble et un pH de 4 a 6 avec un fort pouvoir tampon. Leur
composition a été bien étudiée et comporte approximativement 90 % d'eau, 7 a 15 % de
matiéres organiques et 1 a8 2 % de substances minérales (Fiestas Ros de Ursinos, 1981). La
composition organique varie en fonction du stade de maturation des olives, du processus
d'extraction, des conditions climatiques et de la variété de l'olivier. Le systéme de presse
traditionnelle produit un volume de margine de l'ordre de 0,4 & 0,5 m3/t d'olives traitées

(Boari et al., 1984) qui peut aller jusqu'a 2 m3/t avec le systeme continu. La DCO et la DBOg

peuvent respectivement dépasser les 100 et 200 g/l (Balice ef al., 1982).
1.1.1. La fraction organique

La fraction organique des margines a une composition trés complexe et hétérogéne.

Differents composés de nature et de concentration trés difféerentes sont présents.
1.1.1.1. Les glucides, les composés azotés et les vitamines

Les composés lignocellulosiques et les pectines jouent un réle important dans la
texture des olives; ils représentent respectivement environ 3 % et 0,6 % du poids de la pulpe
fraiche. Outre, la celiulose et la pectine issues de la pulpe d'olives (Fernandez Diaz, 1983),
plusieurs autres sucres simples sont présents: raffinose, mannose, saccharose, glucose,
arabinose et xylose (Salvemini, 1985). La fraction azotée est principalement représentée par
des protéines. Tous les acides aminés ont été identifiés. Les plus abondants sont les acides
aspartique et glutamique, la proline et la glycine (Salvemini, 1985). En ce qui concerne les
vitamines, plusieurs ont été identifiées dans les margines notamment les vitamines du groupe
B et la vitamine PP (124 mg/kg) (Salvemini, 1985).

1.1.2.2. Les huiles et les acides organiques

Les mémes auteurs ont noté que les principaux acides organiques rencontrés dans

les margine sont les acides fumarique, glycérique, lactique, malique et malonique (Fiestas Ros
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de Ursinos, 1981; Salvemini, 1985). La concentration d'huile résiduaire dans les margines
est trés variable selon le processus d'extraction; l'acide oléique est I'acide gras le plus
abondant (65 %).

1.1.2.3. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques des margines sont tres divers et leur structure est tres
variable.

1.1.3.1. Monomeéres aromatiques

Plusieurs acides phénoliques ont été identifiés :

Acide caféique (trans), acide caféique (cis), acide p-coumarique, acide
prbtocatéchuique, acide vanillique (Vazequez et al., 1974):

Acide 4-hydroxyphénylacétique, acide protocatéchuique.' acide syringique et

acide p-hydroxybenzoique (Cichelli et Solinas, 1984).

- Acide p-hydroxyphénylacétique, acide vératrique, acide vanillique, acide 3,4,5

-triméthoxybenzoique, acide syringique et acide caféique (Balice et Cera,

1984).

* Les alcools phénoliques ont été aussi cités: Le 4-hydroxyphényl aicool,
3,4-dihydroxyphényl éthanol (Cichelli et Solinas, 1984 ; Vazequez et al., 1974). Ces alcools
sont parfois associés a des glucosides comme le 4-diglucoside B (3,4 dihydroxyphényl)
éthanol.

* D'autres composés phénoliques ont été identifiés: oleuropéine, L-caféyl- glucose,
tirosol, hydroxytirosol, apéginine, lutéoline. L'oleuropéine dont la concentration peut

atteindre jusqu'a 2 % du poids d'olives, est trés abondante dans les margines (Wagner et al.;
1984).

1.1.3.2. Les composés phénoliques a haut poids moléculaire

Les polyphénols identifiés dans les margines sont essentiellement les anthocyanes
(Tanchev et al., 1980) et les tanins dont la concentration peut atteindre 12 g/l (Balice et al.,
1982).

Les tanins sont des polyphénols dont les structures sont complexes,
conventionnellement classés en tanins hydrolysables et tanins condensés (Monties, 1980).

* Les tanins hydrolysables renferment 3 groupes :

- Esters d'acides phénoliques



- Esters d'acides phénoliques et sucres

- Glucosides, c'est le groupe le pius abondant ou l'acide gallique est le plus
important. L'action des tanases d'A. niger hydrolyse ce type de tanins en glucose et en acide
gallique. Les gallotanins sont les plus représentatifs de ce groupe.

* Les tanins condensés, appelés aussi flavotanins. lls sont formés par la
polymérisation de la catéchine a différents degrés. Leur poids moléculaire est compris entre
500 et 3000 et ils sont souvent associés aux anthocyanes. Traités par HClI 5N en milieu
alcoolique, ils sont dégradés avec formation de pigments anthocyaniques de coloration rouge
(cyanidine).

En ce qui concerne la lignine, aucun auteur n'a cité la présence de ce polymeére dans
les margines, bien que les pulpes d'olives soient trés riches en composés lignocellulosiques
(Fernandez diaz, 1983). Il est actuellement démontré que Ila lignine est un hétéropolymere
formé par la polymérisation oxydative de trois monomeres dérivés de I'alcool
hydroxycinnamique : le 4-hydroxycinnamate, le 4-hydroxy - 3 méthoxycinnamate
(coniférylate) et le 3,5 - diméthoxy -4- hydroxycinnamate (sinapylate).

1.1.2. La fraction minérale

La fraction minérale a été complétement analysée par Salvemini (1985) et
rapportée dans le tableau 1.

Tableau 1: Composition minérale des margines (166,8 g/l de MS).

Elements Concentrations (mg/l)
Phosphore (P042°) 800,6
Chlore (CI) 270,2
Sulfate (S042°) 16,68
Sodium 5370,9
Potassium 15295,5
Calcium 1167,6
Magnésium 410,3
Fer 103,4
Aluminium 8,34
Chrome 0,66
Nickel 3,36
Cobalt 1,33
Manganese 1,66
Cadmium 0,83
Oxyde de silicium (SiO»o) 41,7

Zinc 10,0
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lisation ntrai

De nombreux travaux ont été réalisés dans le but de valoriser cet effluent abondant.
Parmi les applications biotechnologiques on peut citer :

Bassin d'évaporation

Utilisation comme fertilisant

Obtention de protéines d'organismes unicellulaires (POU)

Production d'enzymes utiles a I'extraction d'huile d'olives

Traitements physiques

Traitements biologiques

1.2.1. Les bassins d'évaporation

Cette procédure d'évacuation consiste & accumuler les eaux résiduelles dans les
bassins pour qu'elles s'évaporent; elle permet d'éviter de déverser les margines dans les cours
d'eau. L'inconvénient de cette méthode d'évacuation est qu'en essayant d'éviter une poliution
hydrique, on risque d'entrainer une pollution de l'environnement en raison des problémes
d'esthétique et de mauvaise odeur que présentent ces bassins d'évaporation.

En général, quand I'évaporation commence dans les bassins, une série de
phénomenes biologiques interviennent pour dégrader la matiére organique; les agents de cette
degradation sont surtout des bactéries Gram-négatif et des levures qui se trouvent & l'origine
dans les olives. En fonction de la quantité d'oxygene dissous dans l'eau résiduelle et, par
consequent, disponible pour les microorganismes, la voie de dégradation de la matiére
organique est aérobie au anaérobie.

Les observations faites durant ce processus d'évaporation ont montré que (Cabello
et Fiestas Ros de Ursinos, 1981) :

- Le pH enregistre peu de changements.

- La variation des microorganismes qui dépend de la température ambiante

et de la profondeur des bassins, est faible.
- La diminution de la matiere organique et de la DBOg n'intervient que pendant

les 30 premiers jours.
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1.2.2. Utilisation des margines comme fertilisant

De part leur teneur élevée en minéraux, les margines peuvent étre utilisées comme
fertilisant. Elles apportent 3,5 & 11 kg de K20, 0,6 & 2 kg de P205 et 0,15 a 0,5 kg de MgO
par m3 (Fiestas Ros de Ursinos, 1986). Les essais réalisés permettent de fixer certaines
précautions a savoir :

* Ne pas dépasser la dose de 30 m3/ha/an.

* Arroser toujours entre les arbres.

* Pour les cultures annuelles, arroser au moins 1 mois avant les semailles, pour
éviter les effets phytotoxiques et ne jamais arroser pendant la période de vegétation.

1.2.3. Protéines d'organismes unicellulaires

Les cultures de levures en fermenteurs aérés sur les margines produisent des
protéines d'organismes unicellulaires (POU) qui peuvent étre employées pour |'alimentation
animale. Les principaux travaux de production de levures-aliments a partir des margines sont

reportés dans le tableau 2.

Tableau 2: Utilisation des levures pour la production de POU a partir des margines.

Souche Biomasse (g/1) Références

Torulopsis utilis 13 Fiestas Ros de Ursinos, 1981
Saccharomyces cerevisiae 18 - 26 Ercoli et Ertola, 1983
Saccharomyces et Candida 20 - 26 Giulietti et al., 1984

1.2.4. Production d'enzymes

La croissance de Cryptococcus albidus sur margine durant 48 h élimine environ
75 % de la DBOg tout en produisant de la biomasse et des enzymes (13 UV/ml). La production

d'enzymes atteint jusqu'a 29,5 UV/ml aprés élimination des polyphénols par floculation. Ces
enzymes ont été testés pour I'amélioration du systéme d'extraction d'huile d'olive. L'addition de
2 litres d'une solution de ces enzymes concentrée par ultrafiltration (S0 UV/mi) pendant un
cycle de broyage, a augmenté le taux d'extraction de 84,3 % a 90,7 % (Petruccioli et al.,
1988).
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1.2.5. Traitements physiques

Les traitements physiques pendant lesquels les margines ne sont pas transformées
sont essentiellement des opérations de séparation des matiéres organiques et minérales
solubles et insolubles de la phase liquide (eau). Le probléeme de ces procédés (Tableau 3) est
qu'ils engendrent une poliution solide trés abondante. De plus, & cause de sa forte concentration
en matiére séche et de son état visqueux, la margine pose des problémes sérieux lors des
opérations de filtration et d'ultrafiltration (Renzo et Amirente, 1988).

Tableau 3: Procédés physiques de traitement des margines (Batista et Giorgo, 1988)

Réalisation -Année Opérations unitaires Potentiel Nombre
du procédé (m3/j) d'installations
ENEA (1982) - Concentration solaire 0,1 . 1
STILMAS (1983) - Distillation
- Thermocompresssion 10 3

- Osmose inverse

AGIP GIZA (1984) - Congélation 0,5 1
EURECO (1984) - Distillation a simple effet
- Clarifloculation 12 1

Filtre & charbon actif

IMPLANTI (1985) - Distillation a simple effet 15 1
PIERALISI (1986) - Séchage 20 1
FERILLI (1986) - Distillation a double effet 15 1

- Combustion-Concentration

- Traitement du distillat
SMIA/IREQS (1987) - Ultrafiltration 2 1
lonisation
Osmose inverse

MILLIPORE/RIVEST - Filtration
(1987) - Ultrafiltration 12 1
- Osmose inverse
I.D.M. (1987) - Polarisation 40 2
- Décantation

Epaississement
Osmose inverse
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1.2.6. Epurations biologiques

1.2.6.1. Traitements physiques et biologiques aérobies

Ce type de traitement des margines a été exclusivement développé en Italie durant
la derniere décenie. Dans leur majorité, ces procédés de traitement biologique par boues
activées ou champignons sont toujours appliqués a la phase liquide récupérée aprés des
opérations physiques comme la distillation, la concentration, la filtration ou [l'ultrafiltration

(Tableau 4).
Tableau 4: Procédés physiques et biologiques de traitement des margines
(Batista et Giorgo,1988)
Procedé Nombre Constructeur Année Potentialité
d'installation (m3/j)
Filtration-Distillation 26 ITALIA-DEPURATORI 1978 3-72
Aérobiose
Coagulation-Aérobiose 2 SERNAGIOTO 1980 80
Evaporation-Aérobiose 2 FIAT-ENGINEERING 1983 150-300
Distillation-Aérobiose 2 STILMAS 1983 50
Microaérobiose 1 TECHNOSIS 1986 10
Anaérobiose-Aérobiose 1 AMENDUNI 1986 7-15
Floculation-Sédimentation
Ultrafiltration-Aérobiose 1 . BNEA 1986 2
Aérobiose-Concentration 1 BALAFUR-ITALIA 1986 1
Solaire
Ultrafiltration-Aérobiose 1 CONTRETAT 1986 15
Anaérobiose-Clarification
Distillation-Aérobiose 1 MTC 1987 0,3
Ultrafiltration-Aérobiose 13 ENICHEM 1987 5-10
Filtration-Osmose inverse 3 METAL ARTE 1988 25-60

Aérobiose
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Des études de valorisation de cette fraction solide sont en cours comme ['extraction
des colorants, l'alimentation du bétail ou le compostage. L'utilisation des margines
déshydratées a provoqué des diarrhées chez le bétail essentiellement a cause des concentrations
élevées en sodium et en potassium (Salvameni, 1985).

1.2.6.2. La fermentation méthanique des margines

Les tentatives précédentes de dépollution paraissent trés cotGteuses. Cependant, le
traitement anaérobie par fermentation méthanique apparait comme une solution possible
alliant les avantages de la dépollution a ceux de la production d'énergie. C'est pourquoi la
digestion anaérobie est particulierement étudiée. En 1977, Anderson et al. ont établi la
faisabilit¢ de Ila digestion anaérobie de certaines eaux résiduaires d'industries
agro-alimentaires; les margines ont donné de bons résultats. En effet, Fiestas et al. (1982 a)
ont montré que lors de la méthanisation des margines dans un digesteur pilote de 68 m3, la
productivité en biogaz a été de lordre de 0,838 m3/l. j. et le rendement de 25 m3/m3 de
d'effluent traité. Ce méthane produit a donné 85,5 KWh et 2,85 m3 d'eau chaude 2 80 °C.
Cependant, le probléme rencontré par tous les auteurs a été le démarrage de leurs digesteurs.
La stabilisation des digesteurs est trés longue si les margines sont concentrées. De pius, durant
le démarrage, quand on ajoute la margine, l'acidification par les microorganismes augmente
rapidement et la méthanisation est inhibée a la fois par l'acidité et par les composés
phénoliques (Boari et al., 1984). Ces mémes auteurs ont noté que les problémes de démarrage

pouvaient étre résolus en diluant la margine et en ajoutant de l'urée.
1.2.6.2.1. Procédés utilisés

Plusieurs travaux portant sur la digestion anaérobie des margines par différents
procédés ont été réalisés (tableau 5). Les résultats montrent que les procédés
contact-anaérobie sont peu performants. Puisque la pollution contenue dans la margine est
principalement soluble et colloidale (30 %), le procédé UASB a donné les meilleurs résultats
(Boari et al,, 1984). Cependant, les charges maximales maintenues aprés le démarrage sont
plus faibles quand les margines sont concentrées et les granules décrits par Lettinga et al.
(1980) n'ont pas été obtenus.

Les filtres anaérobies utilisés pour la méthanisation des margines (tableau 5) ont
montré que le démarrage était plus rapide que le procédé UASB et le contact anaérobie (Rozzi et
al., 1989). Les rendements en méthane (I méthane/g de DCO dégradé) obtenus avec les filtres
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anaérobies traitant les margines ont été trés proches des valeurs théoriques (Rigoni-Stern et
al., 1988).

Les charges les plus élevées ont été appliquées sur un réacteur combinant le
procédé¢ UASB et le filtre anaérobie traitant des margines acidifiées en lagunes anaerobies
durant 6 mois (Tsonis et Grigoropolous, 1988). Cependant I'abattement de la DCO restait
faible (40 %). |

Tableau 5: Performances des procédés de méthanisation appliqués aux margines

Procédés Volume Charge Efficacité Références
) (9 DCO/IR.)) (% DCO)
Contact 2600  1.55 70 Antonacci et al., 1981
70000 2.55 80 Fiestas R.de U. et al,, 1982 b
UASB 15 16.00 70 Boari et al., 1984
5000 16.00 70 Boari et al.,, 1984
20 15.40 70 Balice et al., 1988
HAUSBUFF 19.7 190.00 40 Tsonis et Grigoropoulos, 1988
filtre anaérobie21d 2.80 83 Rigoni Stern et al., 1988
300b 8.00 = 87 Rigoni Stern et al., 1988
10¢ 2.50 60 Rozzi et al., 1989
10d 2.50 55 Rozzi et al., 1989
11¢€ 3.00 65 Rozzi et al., 1989
11f 3.00 60 Rozzi et al., 1989

Supports utilisés. a-b: Polyuréthane, c: Prismes, d: Cubes, e : Cyl. plugs T30, f:
Cy!. plugs TR30. ‘

1.2.6.2.2. Limitations de la méthanisation des margines

Les margines contiennent d'une part des substrats trés facilement fermentescibles
comme les sucres et les acides carboxyliques qui provoquent l'acidification, et d'autre part des
composés trés difficilement biodégradables et tres toxiques pour la flore bactérienne du

digesteur et en particulier les bactéries méthanogénes. Ces composés toxiques comme l'acide
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oléique (Koster et Cramer, 1980) et les composés aromatiques (Andreoni et al., 1986}, sont
trés abondants dans les margines et provoquent [l'inhibition des bactéries méthanogénes et par

conséquent I'accumulation des acides gras volatils, du gaz carbonique et de I'Ho. Andreoni et al.

(1986), en étudiant les différents groupes bactériens impliqués dans le processus de
méthanisation en présence des acides phénoliques des margines, ont montré que pour faciliter
le démarrage de la méthanisation des margines, le nombre de bactéries méthanogeénes devrait
étre trés supérieur & celui des bactéries acidogénes. Ces problémes d'acidification et
d'inhibition peuvent étre surmontés en diluant les margines de fagon a obtenir une activité
lente des bactéries acidogénes et atténuer ainsi l'inhibition des bactéries méthanogénes.
Cependant la dilution des margines n'est pas toujours envisageable en raison du manque d'eau;
dans cenrtains cas, elle diminue également la capacité volumique des digesteurs.

Avec ces problémes d'acidification et de toxicité, la méthanisation des margines se
heurte egalement au probléme de la biodegradation des composés aromatiques simples et
complexes.

2. Dégradation aérobie des composés aromatiques

Biochimie et microbiologi

La composition en tanins, composés phénoliques, anthocyanes et lignine des
margines a été peu étudiée. Ces composés complexes, dotés de propriétés antibactériennes sont
toxiques pour les microorganismes (Flemming et Etchells, 1967; Saiz et Gomez, 1986;
Macris et al., 1987).

2.1.1. Dégradation des tanins et des anthocyanes

En isolant des souches capables de dégrader les tanins, Ikeda et al. (1972) ont
montré qu’A. niger reste le microorganisme le plus efficace. Ces mémes auteurs ont noté que
les tanins peuvent étre plus ou moins dégradés par des bactéries et des champignons comme
Saccharomyces cerevisiae, Mycotorula japonica et Penicillium glaucum.

Les anthocyanases sont essentiellement produites par A. niger (Bloom et
Thomassen, 1985). Ces enzymes sont surtout utilisés pour décolorer certains vins rouges
riches en anthocyanes.
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2.1.2. Dégradation de la lignine

Les champignons de la pourriture blanche sont les plus efficaces (Kirk, 1984)
grace 4 des exoenzymes de type peroxydase. Certaines bactéries possédent également des
activités ligninolytiques mais de moindre importance (Crawford et a/, 1983). Les bactéries
actuellement capables de dégrader la lignine sont des actinomycétes (Crawford et al, 1983),
des corynébactéries, et des Pseudomonas (Odier et al., 1978). Les principaux
microorganismes dégradant la lignine sont (Kirk, 1984):

Bactéries: Pseudomonas, Flavobacterium,Nocardia, Streptomyces,
Corynebacterium et Mycobacterium

Champignons imparfaits: Fusarium et Papulospora

Ascomycetes: Chaetomium, Aspergillus, Hypoxylon et Xylaria
Basidiomyceétes: Collybia, Mycena, Coriolus, Phanerochaete, Poria et
Gloeophullum |

2.1.3. Dégradation aérobie des monomeéres aromatiques

La minéralisation des composés aromatiques naturels commence par I'hydrolyse de
polyméres, avec ensuite des réactions essentiellement de décarboxylation et de déméthylation

qui aboutissent 3 des dérivés aromatiques facilement clivables.
2.1.3.1. Mécanismes enzymatiques du clivage du noyau aromatique

La stabilité du noyau benzéne s'explique par I'importante résonnance du cycle (160
kJ mole-1) due aux conjugaisons des liaisons non saturées. Pour distordre le nuage
électronique et diminuer la stabilité de la molécule, il faut substituer des hétéroatomes aux
atomes de carbone du cycle.

La dégradation aérobie des hydrocarbones aromatiques est réalisée par les
bactéries, les champignons et les algues. En aérobiose, des monohydroxylases incorporent deux
atomes d'oxygéne, dont 'un est incorporé dans le noyau benzéne pour former un peroxyde; le
NADH nécessaire a la dihydroxylation est utilisé pour réduire le peroxyde en dihydrodiol.

Aprés hydroxylation du noyau aromatique, la dioxygénase incorpore simultanément

2 atomes d'Oop, selon des modes distincts de clivage, suivant que les groupements hydroxyles du

noyau sont en position ortho ou para I'un par rapport a I'autre ou un seul hydroxyle en meta.

* Le clivage est dit ortho ou intradiol lorsqu'il consiste en une coupure de la
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liaison entre des atomes de carbone adjacents portant des groupements hydroxyles. Ainsi par
exemple, le catéchol qui est un 1,2-dihydroxybenzéne est coupé par une catéchol 1,2
dioxygénase (Dagley, 1983).

_ * Lorsque les groupements hydroxyles sont en position para f'un par rapport a
l'autre, comme par exemple dans l'acide gentisique (acide 2,5-dihydroxybenzoique), le clivage
oxydatif est catalysé par la gentisate-1,2-dioxygénase et la voie qui en découle est la voie du
gentisate.

* Le clivage est dit meta lorsqu'il y a coupure entre deux carbones dont un seul
porte un groupement hydroxyle, l'autre étant soit non substitué, soit substitué par un
groupement différent. Par exemple, le protocatéchuate est oxydé par la protocatéchuate
4,5-dioxygénase ou 2,3-dioxygénase. Dans ce type de clivage meta, les groupements
hydroxyles peuvent étre en position ortho ou para I'un par rapport a l'autre.

2.1.3.2. Exemples de voies de dégradation des monomeéres

aromatiques

Streptomyces setonii transforme les acides cinnamique et vanillique en cathécol et

les acide p-coumarique et ferrulique en acide protocatéchuique (fig. 4).
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Figure 4: Dégradation de certains composés aromatiques par Streptomyces setonii
(Suntherland et al., 1983).

Lors de la dégradation bactérienne des principaux composés aromatiques

intermeédiaires, le flux de carbone issu du clivage des noyaux aromatiques (dihydroxyphénols)
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varie selon que le substrat est le catéchol, 'acide protocatéchuique ou I'acide gentisique comme

le montre la fig. 5.
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Figure 5: Principales voies bactériennes de dégradation de plusieurs composés aromatiques

rencontrés lors de la biodégradation des composés aromatiques naturels (Dagley, 1983).

Ces voies ne sont pas forcément les mémes chez les eucaryotes, comme il est
démontré chez Trichosporon cutaneum. Ce champignon utilise plusieurs hydroxylases pour
compenser le déficit en dioxygénases. Cette limitation est également compensée par la
diversification de ses voies métaboliques (Anderson et Dagley, 1980).

Ces composés résultant du clivage des différents composés aromatiques sont ensuite
complétement oxydés en COo et HoO lors de leur utilisation par le cycle de Krebs. Lors du

catabolisme aérobie des composés aromatiques, I'oxygéne joue un double réle d'activateur lors

des hydroxylations et du clivage, et d'accepteur terminal des électrons issus du cycle de Krebs.

2.1.4. Arguments bibliographiques en faveur du choix
d’Aspergillus niger pour le prétraitement des margines

~ La mise en oeuvre d'un prétraitement des margines doit étre basée sur la recherche
d'un microorganisme qui soit capable de dégrader la majorité des composés toxiques des

margines comme les tanins, les composés phénoliques et les huiles. La croissance de ce
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microorganisme doit étre facile, rapide et.ne pas nécessiter une technologie de fermentation
sophistiquée.

A. niger est trés souvent utilisé & cause de la facilité de sa culture, son spectre trés
large de dégradation, ses rendements élevés et I'absence de production de métabolites
indésirables.

A. niger est capable & la fois d'hydrolyser des polyméres aromatiques comme les
tanins et les anthocyanes et de dégrader les monoméres aromatiques (Kieslich,19786). Les
composés aromatiques identifiés dans les margines sont dans leur majorité dégradés par le

genre Aspergillus comme le montre le tableau 6.

Tableau 6: Composés aromatiques des margines, dégradés par des espéces d'Aspergillus.

Composés Réferences d'identification Réferences de dégradation
p-Hydroxyphénylacétate Cichelli et Solinas,1984 Kieslich,1976
Protocatéchuate Cichelli et Solinas,1984 Kieslich,1976

Cinnamate Balice et Cera, 1984 Kieslich,1976

Quercitine Vazequez et al.,1974 Kieslich,1976

Oleuropéine Vazequez et al.,1974 Kieslich,1976

Tanins Balice et al.,1982 lkeda et al.,1972
Polyphénols Fiestas Ros de Ursinos,1981 Makasinova et Martakov,1982
p-Hydroxybenzoate Cichelli et Solinas,1984 Shailubhai et al., 1982
Benzoate Cichelli et Solinas,1984 Shailubhai et al., 1982
Anthocyanes Tanchev et al., 1980 Bloom et Thomassen,1985

De plus, le catéchol qui est un intermédiaire important du catabolisme aérobie des
aromatiques, est facilement dégradable par A. niger grace a sa catéchol 1,2-dioxygénase
(Ninnekar et Vaidyanathan, 1981). Betts et Dart (1988) ont démontré que plusieurs

Aspergillus sont capables de métaboliser la lignine et ses monomeéres.

Outre la dégradation des huiles grace a sa lipase et son systéme de B-oxydation des
acides gras a longue chaine, A. niger peut utiliser les sucres simples et méme la cellulose
(Aunstrup, 1979). A. niger est aussi capable de produire des pectinases (pectine hydrolase et
pectine estérase) pour dégrader les pectines et ainsi diminuer la charge polluante et la
viscosité des aliments riches en pectines (Rombouts et Pilnik, 1978).
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22. A il .
2.2.1. Biologie et physiologie

A. niger appartient & I'embranchement des Deuteromycetes; il fait partie de la
sous-classe des Hyphomyceétes, ordre des moniliales. |l est caractérisé par sa paroi cellulaire
chitineuse (non pectocellulosique) et son mode de reproduction asexué par conmdiospores
(conidies).

La multiplication végétative est réalisée, aprés la germination des spores, par des
filaments microscopiques, les hyphes. Ces filaments s'allongent par croissance apicale et se

ramifient. La masse des hyphes constituant le thalle du champignon est appelé mycelium.
2.2.2. Propriétés cinétiques

Comme pour la plupart des microorganismes, la croissance des champignons est
autocataiytique et fournit une allure exponentielle dans un systéme non limité. Cependant, cette
phase est souvent relativement courte et se maintient habituellement pendant 3 a 6
doublements de la biomasse. Elle est suivie d'une phase de ralentissement pendant laquelle la
cinétique de croissance est linéaire (Mavituna et Sinclair, 1985). Les taux de croissance des
souches d'A. niger les plus étudiées sont de l'ordre de 0,2 h-1 (temps de doublement de 3 &
4 h).

D'autres auteurs ont trouvé que la croissance des champignons dans des cultures
homogeénes était plus adaptée a une loi racine cubique (Marshall et Alexander, 1660) qu'a une
loi exponentielle. Pirt (1966) a donné une interprétation de ce phénoméne en notant que cette

loi racine cubique était habituellement associée & la croissance sous forme de pelotes.
2.2.3. Applications industrielles d'A. niger

Le genre Aspergillus est surtout bien connu par les moisissures appartenant au
groupe d'A. niger.

Sur le plan industriel, A. niger offre plusieurs applications par sa production
d'enzymes (tableau 7) et d'acides carboxyliques comme les acides citrique, malique, fumarique

et oxalique et plus récemment la production de mycotoxines.
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Tableau 7: Enzymes produites par A. niger et applications industrielles.

Amylases

Pectinases

Glucoa_mylase

Glucose oxydase
Inulinase

Naringinases Xylanases
Anthocyanases

Tanases

Protéases

Arabinanases

Médecine, alimentation, boissons

Clarification des jus de fruits, traitement du café

Sirop de glucose a partir d'amidon

Dosages, antioxydants, alimentation

Production de fructose a partir d'inuline

Hydrolyse des glucosides amers

Décoloration des vins rouges

Pharmacie, Tanneries

Médecine, alimentation et industrie du cuir

Hydrolyse des gommes et des mucilages

A. niger a été aussi largement utilisé pour la valorisation de plusieurs substrats

biologiques pour la production de POU ou parfois dans un but de dépollution (tableau 8). En ce

qui concerne les toxines, elles n'ont jamais été détectées dans les produits biologiques

transformés par A. niger (Yokotsuka et Sasaki, 1980).

Tableau 8: bioconversion de plusieurs effluents agro-alimentaires par A. niger.

Substrat Obijectif Références
Rejet de bananes POU Sethi et Grainger, 1980 a
Manioc POU Raimbault et Alazard, 1980
Mangostone POU Sethi et Grainger, 1980 b
Sous produits céréaliers POU Gibriel et al., 1981
Effluents sucrés Dépollution Anderson et al., 1981
Riz contaminé par Aflatoxine Détoxification Tsubouchi et al., 1983
Pulpe de citron POU Rodriguez et al., 1985

Arabinanes et gommes

Hydrolyse

Voragen et al., 1987
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2.3. Technologi f ntation r
2.3.1. Transfert d'oxygeéne

Le probleme fondamental de la fermentation aérobie est I'aération d'une culture
microbienne par un transport suffisant d'oxygéne de I'air jusqu'aux enzymes respiratoires de
la cellule afin de maintenir une activité métabolique correcte. Pour cela il faut vaincre une
série de résistances qui s'opposent a ce transfert (Richards, 1961). Le passage de l'oxygéne de
la phase gazeuse 2 la phase liquide doit vaincre trois résistances :

. la résistance diffusionnelle c6té gaz

la résistance a linterface gaz-liquide

la résistance diffusionnelle cété liquide.
2.3.1.1. Coefficient volumique de transfert d'oxygéne (K a)

De nombreuses théories sont proposées pour représenter les mécanismes du
transfert d'un soluté d'une phase gazeuse a une phase liquide. Pour chacune des théories,

I'expression du flux (FA) peut étre calculée. On I'exprime généralement sous la forme :

FA =KL (C"- CL)

ol K est la conductance partielle du transfert de I'oxygéne cdté liquide

C” est la concentration d'oxygéne dans le liquide en équilibre thermodynamique

avec la concentration Cc; de la phase gazeuse.

CL est la concentration en oxygéne dans la phase liquide.

A linterface, la loi de Henry s'applique puisque les compositions des solutés sont,

en régime permanent, en équilibre thermodynamique. Le flux de matiére transférée est égal & :

FA =Kg (Cg-Cg) =KL (C -Cp

Avec CG' = concentration d'oxygéne dans le gaz en équilibre thermodynamique avec
la concentration Cy_ de la phase liquide;

KL et Kg sont définis par les équations :
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1 =—1 4+ 1
KL KL He Kg
Ka Ka KL

oy He est la constante de Henry traduisant I'équilibre thermodynamique de l'oxygéne

entre la phase gazeuse et la phase liquide.

Kg est généralement 50 fois plus grand que K| (Zlokarnik,1978).

Par suite 1/kg est négligé devant 1/K|_ et la conductance globale K| se réduit a la

conductance partielle K. Le débit d'oxygéne transféré est donc égal a :

QA=FA.S=k_ .S.(C" -C))

QA=K_.SNg.(C -CpD . V¢

ou S est la surface d'échange entre les deux phases.

Le débit est généralement sous la forme :

QA=K_.a.(C-CL.Vo

ou a représente [‘aire interfaciale par unité de volume.

Le debit d'oxygéne transféré est donc le produit du coefficient de transfert

volumique K| a par la difference du potentiel d'échange et par le volume.

Les trois paramétes K|, a, (8 CL) agissent sur le débit d'oxygéne transféré.
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2.3.1.2. Evaluation de la demande biologique en oxygéne

La demande en oxygéne des microorganismes peut étre évaluée par plusieurs
méthodes. Pratiquement, le bilan gazeux est le plus utilisé. Théoriquement, cette demande est
obtenue en comptabilisant les besoins nécessaires 3 la croissance, la maintenance, la
respiration endogéne et I'excrétion des métabolites.

Elle s'exprime par l'expression suivante :

pX P
QO0g=—— + MO X + — = q0s X
YOo/X - YOo/P

QOo : Demande voiumique en oxygéne (mM Oy /Lh).
qO» : Demande spécifique en oxygéne (mM O / g de biomasse h).
| : Taux de croissance du microorganisme (h-1) '

X : Concentration en biomasse (g/l).
YOo/X . Rendement de conversion de I'oxygéne en biomasse (g Op / g biomasse).

YOo/P : Rendement de conversion de I'oxygéne en produit (g Oo / g produit).

rp : vitesse de production de produit (g/l.h.)
mO» : Demande spécifique en oxygéne nécessaire a la maintenance ou la respiration

endogéne (g Op / g biomasse h.).

A titre d'exemple, des demandes spécifiques en oxygéne (qO2) pour différents

microorganismes sont données dans le tableau 9.

Tableau 9: Demandes spécifiques en oxygéne de quelques microorganismes
(Mavituna et Sinclair, 1985)

Microorganisme gO2 (g O2 /g X. h)
Aspergillus niger 0,095
Streptomyces griseus 0,096
Penicillium chrysogenum 0,125
klebsiella aeroginosa 0,128
Saccharomyces cerevisiae 0,256

Escherichia coli 0,346
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Cependant, il faut noter que ces demandes spécifiques en oxygéne sont variables
suivant le rendement de conversion de 'oxygéne en biomasse du substrat utilisé (Matelas,
1971).

2.3.1.3. Facteurs affectant le K| a

En plus de la méthode de mesure du K|_a et les conditions hydrodynamiques relatives

au type de fermenteur, le coefficient volumique de transfert d'oxygéne est affecté par plusieurs
parametres physico-chimiques.

- La température : le K| a est d'autant plus grand que la température baisse, la
solubilité de I'oxygéne augmentant quand la température baisse.
- Rhéologie du milieu : selon que le milieu est. newtonien ou non newtonien, le K| a

est différent et les corrélations changent. En général, la croissance des champignons donne des

milieux non newtoniens. Par exemple, au dela de 10 g/I d'A. niger, le milieu est non newtonien

et le mycelium affecte largement le K| a ( Aiba et al., 1973 ; Kim et Lebault, 1980).

- Microorganismes : le K a est affecté par le type de microorganisme, sa

morphologie et sa concentration. Ce coefficient est plus aftecté par les champignons que par les

bactéries. Concernant l'influence de la morphologie, Kim et Lebault (1980) ont montré que le
KLa est plus affecté par le mycelium sous forme de suspension filamenteuse que par les
pelotes.

- Substances organiques et agents anti-mousse : des composés comme les peptones

sont susceptibles de diminuer la valeur du K| a alors que d'autres composés comme I'éthanol,
I'acetone et les esters augmentent le K a (Aiba et al., 1973). Plusieurs agents antimousse

reduisent le K| a en diminuant la solubilité de l'oxygéne.

2.3.1.4. Corrélations entre les coefficients de transfert

d'oxygéne et les conditions opératoires de fermentation

Ces correlations sont trés utiles pour le calcul de I'aération des fermenteurs. En
effet, le K a physique (KLaf) qui correspond aux caractéristiques du fermenteur doit étre
supeérieur au K| a biologique (KLaX) relatif & la demande biologique en oxygéne nécessaire au
bon déroﬁlement de la fermentation. Autrement dit le flux d'oxygéne ramené par le fermenteur

(N O9) doit suffire & la demande biologique en oxygéne du systéme biologique (Q O»).
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NOp = Klaf(C*-Cp) > Q0o = KlaX (C*-C))

N Oo Q02
Kaf= — > KaX =

(C*-CL) (C*-CL)

Pour des systémes agitateur - cuve pratiquement considérés comme standard, la

fonction obtenue est une corrélation entre la puissance d‘aération (Pg), le volume liquide de

fermentation (V[ ) et le débit d'aération (Vg) (Aiba et al., 1973):

KLa = Cste . (Pg/V)® . (Vg)P

Le brassage mécanique introduit par l'agitateur augmente considérablement le
coefficient de transfert (K| ) et la surface spécifique (a) en fractionnant les grosses bulles.

Cette fonction varie avec la taille des fermenteurs et la nature rhéologique du milieu.

Dans les fermenteurs de type colonnes a bulles, le K| a dépend surtout du débit
d'air, de la vitesse ascentionnelle des bulles et du systéeme de diffusion d'air qui détermine la
taille des bulles et qui contrdle le phénomeéne de coalescence. Le K| a est lié¢ a la vitesse

ascentionnelle des bulles (Vg) par la formule suivante :
KLa = a.(Vg)P

Les coefficients a et B sont respectivement de l'ordre de 0,5 et 1 et dépendent de la
géométrie des fermenteurs et des conditions d'aération (Moo-Young et Blanch, 1981).

2.3.2. Evaluation de la chaleur dégagée

Le métabolisme aérobie est trés exergonique et s'accompagne d'un dégagement de
chaleur qui doit étre éliminée pour maintenir constante la température de fermentation.
La chaleur de fermentation peut étre évaluée essentiellement soit par le calcul du

bilan thermodynamique, soit en se basant sur les corrélations établies entre la demande

volumique en oxygeéne (Q O») et la vitesse volumique de dégagement de chaleur (Qf).
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Wang et al. (1979) ont établi une corrélation entre QOo et Qf basée sur la
croissance de plusieurs microorganismes sur difféerents substrats comme le montre la fig. 6.
L'évaporation liée a la fois & QO2 et a Qf contribue & I'élimination de la chaleur, cependant le

volume du liquide se trouve diminué jusqu'a 20 % selon la température de fermentation et le
débit d'aération .

12 L

Rate of heat production (kcal € —' h—')

i 1 1 | ! 1 | t

10 20 30 40 50 60 70 80 90
Rate of oxygen cnonsumption (mmol {—' h—1)

Figure 6: Corréiations entre la vitesse d'ulilisation d'oxygéne et la chaleur de
fermentation. (Q ), A. niger - glucose; (@), A. niger - mélasses (Wang et al., 1979)

2.3.3. Classification des fermenteurs

Elle est basée sur plusieurs critéres liés soit aux propriétés hydrodynamiques des
phases, soit a la nature de I'agitation, soit & la technique d'injection d'énergie. Cette derniére
permet de classer I'ensemble des bioréacteurs en trois groupes (fig. 7) :

- Mécanique (turbines, pompes...)

- Pneumatique (colonnes & bulles, gazosiphon...)

- Mixte couplant les deux techniques d'injection précédentes.

Le choix d'un fermenteur pour une fermentation déterminée, dépendra de la
morphologie du microorganisme, de ses capacités a supporter les forces de cisaillement, de sa
cinétique de croissance, sa demande biologique en oxygéne et la chaleur de fermentation. Ce
choix dépendra également de la nature du substrat et du mode de fermentation & mettre en
ceuvre (batch ou continu). Le tableau 10 reporte les coefficients de transfert d'oxygene de
quelques réacteurs.
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Tableau 10: Coefficients de transfert d'oxygéne de quelques réacteurs
(Mavituna et Sinclair, 1985).

Fermenteur KLa, h-1

Erlenmeyer 8- 200

Fermenteur agité (turbine) 325 - 2650
Colonne a bulles 140
Réacteur a cycle de pression 400
Lit fixé a écoulement 350
Airlift a boucles 350
Réacteur a plateaux perforés <1000
Roue lamelée tournante 1000

injection mécanique

Réacteur a turbine  Réacteur a Réacteur tubulaire Réacteur a
autoaspirante jet libre a boucle et cyclone roues et & aubes

injection pneumatique

E._

riil -

ot 1
Colonne a Gazosiphon a Gazosiphon a Fermenteur & gazosiphon
bulies lit dense recirculation externe et & plateaux perlorés

Injection mixte

Fermenteur &
circulation forcée Lit fluidisé Qolonneé
et gazosiphon it fluidis ruissellement

Réacteur a
agitation a pales

Figure 7: Classification des fermenteurs aérobies en fonction de l'injection de I'énergie
(Labit, 1981).
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igestion robie (Biométhanisation

A iochimi microbiologi i

La fermentation méthanique est réalisée par un ensemble extrémement complexe
d'espéces bactériennes qui, dans des conditions d'environnement bien précises (potentiel redox
inférieur a - 350 mV, pH voisin de la neutralité), forment des associations stables
(Dubourguier et al., 1982). Hobson et al. (1981) ont défini la biométhanisation comme la
minéralisation d'un substrat complexe, contenant généralement des carbohydrates, des lipides,
des protéines, des composés azotés non protéiques, des sels et matériaux non fermentescibles,

pour aboutir & la formation de gaz (COp, CHy4, H2S, NH3), de corps microbiens, de dechets

stabilisés et déshydratés et d'eau.

Dans un digesteur, on distingue classiquement 4 étapes successives : I'hydrolyse des
polymeres, la fermentation des monoméres ou acidogenése, I'acétogenése avec production

obligée d’hydrogéne et la méthanogénése sensu stricto (Fig. 8).
3.1.1. Hydrolyse et acidogéneése

Le rble de lacidogénése dans la dégradation de la matiére organique complexe
contenant des polysaccharides, des lipides, des protéines ou des substances plus ou moins
biodégradables consiste en une hydrolyse enzymatique suivie d'une fermentation avec la
production de molécules organiques simples. De nombreuses bactéries hydrolysent les hexoses
en sucres simples, eux-mémes catabolisés en deux molécules de pyruvate par la voie
d'EMBDEN-MEYERHOFF-PARNAS, ou par la voie de I'nexose-monophosphate. Les métabolites
formés lors de la fermentation des polyméres glucidiques sont des acides organiques (acétique,
propionique, butyrique, valérique, lactique), des composés neutres (éthanol), des produits
gazeux (gaz carbonique et hydrogéne) et de I'ammonium (Le Ruyet et al., 1984).

Dans les écosystémes anaerobies, la dépolymérisation et la fermentation des
moléecules complexes ont lieu grace a une grande diversité de bactéries, mésophiles ou
thermophiles, anaérobies strictes ou facultatives. Les dénombrements de Thiel et Hattingh
(1967) ont montré que les bactéries anaérobies strictes sont environ cent fois plus
nombreuses que les bactéries anaérobies facultatives; ce rapport reste relativement constant
quelles que soient les conditions.

Les bactéries hétérolactiques utilisent la voie de I'hexose-phosphocétolase pour

aboutir a la formation d'une mole d'acide pyruvique, une mole d'acétylphosphate, une mole de
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gaz carbonique et deux moles de NADP réduit (Zeikus, 1977) tandis que les bactéries
homolactiques forment théoriquement deux moles d'acide lactique et deux moles d'ATP par mole

de glucose.
Matiere organique

(Sucres, Lipides, Protides et aromatiques)

#nmmmmmuwmmm

20 % fﬂaﬂﬁﬂuﬂﬂnﬂm H2
.Aoétique ‘7_ Puryvique
H2
Butyrique Propioniqy
\
\ H2
*b. ,
Butyrique Propionique Oleique Bonzolun
4 N
2
24 % 4%
H2
J

4H2+CO2) 28 %

Bactérles méthanogénes
hydrogénophiles

Methanosarcina barkeri

Figure 8: Schéma de la digestion anaérobie de la matiére organique
(d'aprés Zehnder et al., 1982 et Mosey, 1983).
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Les espéces homoacétiques produisent trois moles d'acide acétique. Les voies de
fermentations hétéroacides aboutissent a un mélange d'acides succinique, formique,
propionique et butyrique & des taux de production variables.

Dans le cas des populations bactériennes traitant des glucides facilement
fermentescibles, le lactate est un intermédiaire important dans la production d'acides gras
volatils (AGV) (Albagnac et al., 1981). Dans les fermenteurs a pH voisin de la neutralité, les
bactéries qui fermentsent le lactate appartiennent le plus souvent aux genres
Propionibacterium , Eubacterium ou megasphaera (Samain, 1982).

La dégradation anaérobie des composés azotés et des lipides a été peu étudiée. Les
bactéries protéolytiques semblent appartenir pour fa plupart au genre Clostridium et se
distinguent de celles rencontrées dans le rumen par leur Gram généralement positif (Couplet
et Albagnac, 1978). La partie carbonee des protides et des acides aminés est dégradée en AGV
tandis que la part'ie azotée conduit a I'ammoniac. |

Les bactéries lipolytiques sont elles aussi mal connues. On peut citer Anaerovibrio
lipolytica (Hobson et Mann, 1961). Aprés action des lipases bactériennes (Henderson,
1971), le glycérol rejoint la voie d’'EMBDEN-MEYERHOF. Par contre, la dégradation anaérobie
des acides gras a longue chaine comme la majorité des composés aromatiques, se heurte & une

barriére thermodynamique analogue a celle rencontrée lors de la dégradation des AGV.
RoI I'hydr n ns l'aci né

La production d'Hs lors de l'acidogénése a été mise en évidence expérimentalement

par Sykes (cit¢é par Ghosh 1972). L'hydrogéne résuilte des réactions assurant le transfert
d'électrons dans la dégradation de fa matiére organique. Au cours de la glycolyse, les
transporteurs de protons tels que le NAD réduit, sont oxydés et liberent hydrogene et énergie
selon les équations suivantes :

(1) NADH <smmummr> NAD* + H* + 2e~ 4+ Energie
(2) 2Ht + 2@ <m=—==> Hp
(3) NADH + H* <m=e==> NAD®* + H» AG"” = - 18 KJ/mole

La concentration en NADH n’est pas limitante dans la cellule. La concentration en

hydrogéne régule I'équilibre de la réaction (3) soumise aux régles thermodynamiques.

Mosey (1983) a cailculé la relation entre la concentration en hydrogéne dans la
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pha{se gazeuse et le rapport NADH/NAD+. Si la pression partielle d'hydrogéne est égale a 105
atm, alors E(2H*/Hp) = - 0,27 V : la production d'hydrogéne et la régénération des

transporteurs sont possibles. Si pHp = 10-3 atm, E (2H*/H2) = - 0,33 V; le transfert de

protons pour la régénération du NAD* par [I'élimination de I'hydrogéne moléculaire devient
thermodynamiquement impossible ; la réaction 3 est déplacée dans le sens de la production de
NADH. Les électrons générés par le métabolisme sont alors préférentiellement utilisés pour
métaboliser le pyruvate en acides gras (propionique, butyrique, valérique, caproique) et
alcools (Mac Inerney et al., 1981 b). L'élimination de I'hydrogéne est principalement due a sa
réduction par les méthanogénes. La concentration en hydrogéne régule la répartition du
carbone dans les différentes voies de synthése des AGV. En effet, l'augmentation de la

concentration d'Ho conduit a I'accumulation accrue de produits de fermentation réduits et une

diminution de la production d'acétate et d'Ho (Cord-Ruwisch, 1987).

3.1.2. Acétogénese

Cette étape, indispensable a la conversion compléte d'un substrat complexe,
transforme les métabolites issus de I'nydrolyse et de la fermentation des polyméres (lactate,

éthanol, propionate, butyrate, valérate, acides gras a longue chaine, composés aromatiques) en

précurseurs directs du méthane (acétate et mélange gazeux Ho + CO»).

Un groupe de bactéries s'est spécialisé dans la production d'acide acétique a partir
des métabolites réduits de I'étape d'hydrolyse et de fermentation : les bactéries acétogénes.

La thermodynamique de ces réactions d'acétogénése est défavorable dahs les
conditions standard et elles ne peuvent étre couplées a la synthése d'ATP (Mcinerney et al.,
1979). Elles ne deviennent possibles qu'a des pressions partielles d'hydrogéne trés faibles, de
l'ordre de 10-4 - 10-5 atm. De méme, Ia concentration en acétate joue un réle important dans
la cinétique de ces réactions.

Ainsi, Bryant et al. {1967) envisagent que l'acétogénése soit couplée a une réaction
thermodynamiquement favorable, consommatrice d’hydrogéne, comme la méthanogénése
hydrogénotrophe. La démonstration de ce couplage a été faite grace a la résolution de la culture
de Methanobacillus omelianskii, isolée a partir de féceés de lapin enrichis a I'éthanol et capable

de métaboliser I'éthanol en méthane selon la réaction:

2 CH3CH30H + CO2

> 2 CH3COOH + CHy | AG” = -112 KJ/mole CHy

Ce bacille est en réalité une association étroite entre une bactérie "S" croissant sur
éthanol en présence d’hydrogéne :
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2 CH3CH20H + 2 Ho0 > 2 CH3COOH + 4 Ho , AG™ = +28 KJ/mole CH4

et une bactérie méthanogéne "MOH", Methanobacterium bryantii eftectuant la

respiration du CO» :

4 Ho + COp > CHyq + 2 Ho0, AG® = -140 KJ/mole CHy4

La réaction globale est thermodynamiquement favorable. Le mécanisme est appelé
Transfert Interespéce d'Hydrogéne Moléculaire. Les acides gras autres que les acides
formique et acétique, sont dégradés par un groupe d'organismes produisant acide acétique et
hydrogéne en association syntrophique avec les bactéries méthanogénes consommant
I'hydrogéne. L'hydrogéne, produit lors de la premiére étape (acidogénése), est utilisé dans la
troisiéme étape (méthanogénése) régulant ainsi le fonctionnement de la deuxiéme étape
(acétogéneése) (Hobson et Shaw, 1971).

Ces travaux ont mis en évidence l'existence de genres bactériens caractéristiques
des écosystémes méthanogenes, les acétogénes productrices obligées d’hydrogéne (0.H.P.A.) qui
ne peuvent se développer qu'en association syntrophique avec des bactéries méthanogénes
hydrogénophiles, des bactéries sulfato-réductrices ou des bactéries homoacétogénes. Plusieurs
espéces de ces bactéries ont été décrites :

- L'organisme "S", initialement isolé par Bryant et al., (1967) réalise
I'acétogénése a partir de I'éthanol. Cette souche a été perdue mais les travaux récents de Schink
et Stieb (1983) permettent de la rapprocher de Pelobacter venetianus.

- Syntrophobacter wolinii qui dégrade le propionate avec un temps de génération
de 160 h (Boone et Bryant, 1980). '

- Syntrophomonas wolfei réalise la B-oxydation des acides gras de 4 & 8 atomes de
carbone (Mclnerney et al., 1981 a); alors que Syntrophomonas sapovorans est capable de
dégrager les acides gras de 4 a 18 carbones (Roy et al., 1985).

- Syntrophus buswellii, isolé par Mountfort et Bryant (1982) est capable de
dégrader le benzoate.

En présence de sulfate, I'acétogénése peut étre accomplie par des bactéries sulfato-
réductrices en dégradant le lactate et I'éthanol (Mclnerney et al., 1979) ou le propionate
(Widdel et Pfennig, 1982). Enfin signalons que dans les milieux pauvres en sulfate, certaines
espéces de Desulfovibrio peuvent réaliser l'acétogénése & partir du lactate ou de I'éthanol en

association syntrophique avec une méthanogéne (Bryant et al., 1977). Les organismes'
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acétogénes syntrophiques tels que Syntrophobacter Wolinii, sont 10 fois plus nombreux que
les bactéries sulfato-réductrices dans la plupart des digesteurs industriels pauvres en sulfate
(Verrier, 1984).

3.1.3. Méthanogéneése

La méthanogénése est I'étape finale du processus de biométhanisation. Elle est
réalisée par des bactéries a spectre nutritionnel trés limité qui appartiennent au groupe des
Archéobactéries. Ces bactéries méthanogénes se distinguent surtout des Eubactéries par :

* Leur paroi qui contient peu de peptidoglycans, mais pas d'acide muramique,
d'acide diaminopimélique, constituants caractéristiques des Eubactéries. De plus, leurs lipides
membranaires sont composés d'éthers de phytanol ramifiés et non d'esters de palmitate comme
les Eubactéries (Taylor, 1982).

' * Des coenzymes spécifiques qui peuvent étre rangés en deux grandes catégories :
- Les transporteurs de groupements monocarbonés (coenzyme M,
méthanoptérine facteur CDR ou méthanofuran).

- Les transporteurs d'électrons (coenzyme F4oq et F430). Le coenzyme F40q

développe une fluorescence bleu-verte en lumiére ultra-violette 4 420 nm.
(Cheesman et al., 1972).
* Leur appartenance a un groupe phylogénétique distinct au sein des Procaryotes.
Le séquengage de leur ARN ribosomal 16 S a confirmé leur originalité philogénique et a permis
de préciser leur classification (Balch et al., 1979).

On connait actuellement une soixantaine d'espéces de méthanogénes. Leur
morphblogie est tres variée. Ces bactéries méthanogénes sont divisées en trois groupes aux
caractéristiques trés distinctes :

- Les bactéries méthanogénes hydrogénotrophes qui réduisent le gaz carbonique

par I'hydrogene pour donner du méthane.

- Les bactéries méthanogénes acétoclastes qui produisent le méthane par la

décarboxylation de ['acétate.

- Les bactéries méthanogénes méthylotrophes qui produisent le méthane a partir du

radical méthyl.

Bien qu'environ 72 % du méthane produit dans les biotopes méthanogenes
(digesteurs, sédiments) proviennent de l'acétate (Zehnder et al., 1982), peu d'espéces
méthanogénes capables d'utiliser ce substrat ont été isolées jusqu'a présent.
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Pendant longtemps, il a ét¢é admis que la stabilité structurale de ces composés
empéchait toute dégradation sans oxygéne. Depuis, les travaux de Tarvin et Buswell (1934)
ont montré que des composés aromatiques comme le benzoate, pouvaient étre complétement

dégradés en CO5 et CHy. Les bactéries anaérobies qui dégradent les composés aromatiques sont

sous la dépendence de la présence d'accepteurs d'électrons exogénes comme NO3™ ou 8042'

pour les bactéries nitrato-réductrices ou sulfato-réductrices, ou endogénes pour les bactéries
fermentatives ou syntrophiques associées aux méthanogénes.

3.2.1. Méthanisation des composés aromatiques simples

L'acétogénese et la methanogénése sont des fermentations ou le COo peut jouer le

réle d'accepteur d'électrons. Alors que la fermentation du benzoate par des bactéries utilisant

comme accepteur exogéne d'électrons le nitrate ou le sultate peut se faire par des cultures
pures de ces organismes, la fermentation du benzoate en présence de COs comme accepteur

terminal d'électrons se fait obligatoirement par des cultures mixtes (Ferry et Wolfe, 1976)
puisqu'aucun organisme capable de méthaniser le benzoate n'a été isolé en culture pure jusqu'a
présent.

Outre le benzoate, plusieurs consortiums méthanogénes sont capables de
métaboliser d'autres composés aromatiques. Clark et Fina (1952) ont montré que le catéchol
et le protocatéchuate étaient fortement inhibiteurs de la formation de méthane et qu'ils ne
semblaient pas dégradabies. Cependant, En 1978, Healy et Young ont démontré que des cultures
d'enrichissement dérivées de boues d'égolt aprés acclimatation, pouvaient dégrader le catéchol
et le phénol en CO5 et CHy4. Plusieurs voies de production du méthane et de CO5 a partir de
différents composés aromatiques sont citées dans la littérature. En effet, la méthanisation du
benzoate par deux populations bactériennes différentes donne par exemple deux voies
différentes comme le montre la fig.9.

Ceci montre la trés grande variété d'espéces capables de réduire le noyau
benzénique par méthanogénése. Le tableau 11 résume des exemples de composés aromatiques
métabolisés par méthanisation.
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Figure 9: voie de dégradation du benzoate en méthane par une populatioh mixte indéfinie.
A - D'aprés Keith et al., 1978. B - D'aprés Shlomi et al., 1978.

Tableau 11: Les composés aromatiques métabolisés par méthanisation.

Composés Inoculum Références

Phénylacétate

Benzoate

Cinnamate Boue non spécifique Tarvin et Buswell, 1934
Hydroxycinnamate

Tyrosine

Cinnamate

Catéchol

Phénol Boue non spécifique Healy et Young, 1978
Protocatéchuate

Syringate

Vanillate

Phénylacétate
Phénylpropionate Sédiment non spécifique Balba et evans, 1979
Catéchol

3,4,5-triméthoxybenzoate

sinapate Sédiment non spécifique Kaiser et Hanselmann, 1982
2,3,4-Trihydroxybenzoate
2,6 diméthoxyphénol

Benzoate _
Férulate Consortium d'égout Grbic-Galic et Young, 1985
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Selon cette analyse bibliographique et en dehors des seuils de toxicité, les composés
monoaromatiques (acides et alcools phénoliques) peuvent étre métabolisés par méthanisation.
Cependant les composés aromatiques de nature polymérisée ou complexe sont plus difficiles 2

dégrader.
3.2.2. Méthanisation des composés aromatiques complexes

Dans la littérature, seule la méthanisation de la lignine et des tanins est évoquée.
Des études menées avec des lignines marquées au carbone 14 ont conclu soit a une absence de
biodégradation, soit & une trés faible dégradation (Hackett et al., 1977). Par contre, la
dégradation anaérobie parait effective pour les oligognols (PM < 1000) (Colberg et Young,
1982) issus de la dégradation aérobie de la lignine (Crawford et al., 1983). Dans I'étude de
Colberg et Young (1982), 25 % du carbone d'oligognols de faible poids moléculaire
(400<PM<1000) se retrouvent sous forme de 14CO5 et T4CH4 au bout de 20 jours. Ceci

montre qu'un prétraitement physique, chimique ou enzymatique améliore la dégradation de la
lignine. L'hydrolyse de la lignine est réalisée par les champignons et les bactéries
ligninolytiques aérobies en fragments de plus faible poids moléculaire (Colberg et Young,
1982). Ces oligomeéres ont été complétement dégradés en COp et CHy par des consortiums
méthanogenes (Zeikus et al., 1982). Ceci reste en faveur du prétraitement des composés

aromatiques complexes pour une méthanisation plus facile comme le montre la fig. 10.
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Figure 10: Effet de la masse moléculaire des oligognols sur la cinétique de méthanisation de ia
lignine (Zeikus et al., 1982).
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En ce qui concemne les tanins, Field et Lettinga (1987) ont montré également que la
méthanisation des tanins hydrolysables dépend de leurs concentrations et de leurs poids

moléculaires (cf paragraphe 3.2.1.2.3.).

3.3, Facteurs influencant la biométhanisation

Le processus de biométhanisation est sensible & de nombreux facteurs ambiants:
physiques, chimiques, microbiologiques, technologiques, la composition initiale du milieu et
les produits du métabolisme (Nyns, 1987). Si les conditions de fermentation sont
défavorables, altérant ainsi l'activité des méthanogénes, la formation d'hydrogéne est bloquée
et le transfert d'électrons oriente la dégradation du pyruvate en AGV et alcools, métabolites
dégradés en syntrophie par les acétogeénes et les méthanogenes si les conditions favorables sont
rétablies (Marchand, 1983). |

3.3.1. Composition du substrat
3.3.1.1. Nutriments

La digestion anaérobie est plus efficace lorsque le processus de biométhanisation
n'‘est pas limité par des éléments nécessaires a la croissance et a l'activité des bactéries
impliquées. Les rapports DCO : N : P ou DCO : N qui dépendent surtout du procédé et de la
charge, doivent étre optimisés. D'aprés Henze et Harremoes (1983), le rapport DCO : N
diminue quand la charge massique augmente; la valeur minimale de ce rapport est de l'ordre de
350 : 7 et le rapport N : P peut étre considéré de l'ordre de 7. Nyns (1987) propose la
solution élégante du mélange de déchets riches en carbone (déchets urbains) avec des déchets
riches en azote (déjections animales).

Les composés azotés interviennent d'une part dans I'équilibre ionique du milieu par

relargage de NH4* et d'autre part dans l'alimentation azotée des microorganismes (Nyns,

1987).
3.3.1.2. Les composés inhibiteurs

Certains composés sont inhibiteurs de la fermentation méthanique soit par leur

simple présence, soit par leur concentration trop importante.
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3.3.1.2.1. Les minéraux

Les cations ont un effet synergique, inhibiteur ou stimulant sur n'importe quel
organisme, dés lors que leur concentration varie autour d'un certain seuil.
Les conditions de fermentation et la nature du substrat modifient largement ces

valeurs. Bien que le couple NH4/NHg participe a I'équilibre ionique du digesteur, 'ammoniac

libre serait toxique a partir de 150 mg/l (Braun et Huss. 1982) tandis que l'ion NH4* peut
atteindre des valeurs extrémes de 7 g/l (Kroeker et al. 1979). L'effet inhibiteur est di a
I'échange NH4*/K* cytoplasmique a travers la membrane provoquant ainsi l'alcalinisation du

cytoplasme (Nyns, 1987). Les effets inhibiteurs des nitrates sont attribués a un métabolite
qui modifierait les mécanismes biochimiques des bactéries méthanogénes (Taylor, 1982). Les
sulfates provoquent une compétition entre bactéries sulfatoréductrices et méthanogénes pour

les électrons.
3.3.1.2.2. Les acides gras

Les acides gras & longue chaine (AGLC) inhibent fortement les bactéries et leur
seuil de toxicité est variable selon le type de bactéries. Outre les bactéries méthanogénes, les
bact¢ries fermentatives sont également affectées. L'acide oléique est le plus toxique pour les
bactéries méthanogénes; a partir de 2 mM, il commence a inhiber l'activité méthanogéne; a 5
mM, la production de methane est complétement inhibée (Koster et Cramer, 1980). L'effet
inhibiteur des AGLC augmente avec le nombre d'insaturations (Demeyer et Henderickx, 1967).
Le phénoméne de synergisme des AGLC est tres fort et les mélanges d'AGLC diminuent fortement
le seuil d'inhibition (Koster et Cramer, 1980).

D'aprés les travaux de Hanaki et Nagase (1981), la présence des AGLC
augmenterait fortement le temps de latence de la production de méthane a partir des AGV.
L'effet inhibiteur des AGLC peut étre atténué par I'addition de calcium qui précipite une bonne
proportion des AGLC qui seront alors solubilisés au fur et a mesure de leur dégradation (Roy et
al., 1985).

3.3.1.2.3. Les composés aromatiques

Les differentes populations bactériennes impliquées dans le processus de
méthanisation peuvent étre affectées par les composés aromatiques. Il semble que les bactéries
dégradant les phénols soient plus inhibées par les phénols et leurs dérivés que les bactéries
méthanogeénes.
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Le degré de toxicité des composés aromatiques dépend de leur nature et de leur degré
de polymérisation (tableéu 12). En effet, si les monoméres taniques inhibent les bactéries
méthanogénes & 50 % & partir de 3000 mg/l, les oligoméres taniques de 3 & 9 unités inhibent
les bactéries méthanogénes & partir de 350 mg/l et 700 mg/l, respectivement (Field et
Lettinga, 1987).

Tableau 12: Seuil d'inhibition de la méthanisation par différents composés aromatiques.

Concentration donnant Références
50 % d'inhibition (mg/l)

Monomeres phénoliques

- Catéchol 3000
- Phénol 2250 Blum et al., 1986
- Pirésol 1000
Monoméres de lignine . :
- Ferulate 2310 Benjamin et al.,
- Guaiacol 2200 1984
Monomeres taniques
- Pyrogallol 3000 Field et Lettinga,
1987
- Résorcinol 3190 Chou et al., 1978

3.2.2. Facteurs physico-chimiques

L'anaérobiose & un potentiel rédox de -330 a -550 mV, conduit & une implantation
correcte des bactéries méthanogénes avec un optimum & -510 mV. En plus de l'anoxie, d'autres

paramétres influent sur le déroulement de la biométhanisation.

3.2.2.1. La température

La fermentation méthanique est optimale a deux températures : en mésophilie a
35°C ou en thermophilie a 55°C. Cependant la digestion mésophile, plus stable, est plus
economique compte tenu des besoins énergétiques nécessaires pour maintenir la culture a
température constante. Les changements brusques de température peuvent causer un arrét
temporaire des activités bactériennes. Ces chocs de température qui arrétent la production de
biogaz peuvent étre exploités pour faciliter la séparation des solides du liquide (Henze et
Harremoes, 1983).
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3.2.2.2. Le pH

Le processus global de biométhanisation présente le méme optimum de pH que celui
des bactéries méthanogénes qui se situe entre 6 et 8, bien que le pH optimum des bactéries
acidogénes soit de 5 & 6. D'un point de vue physico-chimique, le pH a un effet sur I'azote
ammoniacal, les AGV et le CO»p, éléments importants de la biométhanisation. Les bacteries
méthanogénes s'implantent correctement au voisinage de la neutralité, entre pH 6,5 et 7,8
(Roques, 1981). Si elles sont tuées par une acidification du milieu, il semble cependant
qu'elles s'adaptent aux pH alcalins jusqu'a 9,7.

Le processus de méthanisation repose sur I'équilibre entre la production dAGV, de

CO» et de protons H* qui ont tendance a abaisser le pH (acidogénése) et leur capture par les

bactéries méthanogénes. Le moindre déséquilibre crée une surproduction de protons, une
baisse de pH, le déplacement de l'équilibre acide non ionisé/sel, et l'inhibition des
méthanogénes.

Lorsque l'effluent méthanisé présente un faible pouvoir tampon, certains auteurs

préconisent une addition de chaux (Brown et _aI., 1980) ou de bicarbonate de sodium (Lovan et

Foree, 1972) de fagon & ramener [‘alcalinité du milieu aux environs de 2000 mg Ca COg/l.
3.2.2.3. Le CO5 et la variation de pression

Le CO, produit au sein du liquide est transféré dans la phase gazeuse par
désorption. On différencie deux régimes de désorption :

- La désorption non nucléée.

- La désorption nucléée.

Dans le premier cas, il n'y a pas de formation de bulles au sein du liquide, I'aire
interfaciale ne dépend pas de la réaction chimique. Au contraire, lorsque la concentration en
gaz dissous au sein du liquide dépasse une valeur critique, on constate la formation de bulles.
C'est le cas de réacteurs a lit fixé. Pasivk - Bronikowska et Rudzinski (1980) ont supposé que
le taux de nucléation est proportionnel a I'écart par rapport a la saturation.

L'élevation de la pression abaisse le débit de biogaz et augmente la concentration en
meéthane dans la phase gazeuse, de sorte que le débit de production de CHg4 reste pratiquement
constant jusqu'a 400 kPa (Mangel et al., 1980). Cependant, une pression partielle en CO»
élevée ralentit la dégradation de l'acétate par les méthanogeénes et l'acidogénése du glucose,
tandis qu'une pression de 0,2 bars en COp maximise la dégradation du propionate (Hanson et

Molin, 1981).
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3.2.3. Facteurs microbiologiques et technologiques

La boue servant & l'inoculation du digesteur va s'acclimater plus ou moins

rapidement pour minéraliser le substrat selon la technologie du procédé utilisé.
3.2.3.1. Propriétés cinétiques de la boue

Les bactéries hydrolytiques et fermentatives d'une part et les bactéries
méthanogénes d'autre part qui sont contenues dans la boue, ont des performances cinétiques
trés différentes (Henze et Harremoes, 1983). La méme espéce de bactérie n'assure également
pas la méme fonction au cours du temps. Par exemple, Methanosarcina barkeri Qqui a une
vitesse de croissance spécifique relativement rapide mais une affinité pour le substrat faible,
débutera la dégradation de l'acétate tandis que Methanothrix, & croissance lente mais & affinité
élevée, minéralisera les traces résiduelles de substrat (Dagot, 1988).

Le rendement maximum en méthane (avec rendement en biomasse nul) peut Btre
estimé théoriquement; il est de I'ordre de 0,350 | de méthane/g DCO pour les sucres et les
acides organiques. Cette valeur sert de référence pour vérifier le bon fonctionnement de la
fermentation méthanique et l'activité de la boue utilisée. Les rendements en biomasse et en
méthane peuvent étre affectés par plusieurs paramétres comme le type de procédé, la nature
du substrat et les conditions opératoires ; le taux de production de méthane des processus
thermophiles est par exemple de 25 a 50 % plus élevé que celui des processus mésophiles
(Henze et Harremoes, 1983). '

3.2.3.2. Choix et conduite du procédé

L'optimisation de la digestion anaérobie passe avant tout par le choix d'un procédé
qui soit adapté au type de substrat. |l y a essentiellement deux stratégies:

- La premiére stratégie ne tient compte que de la nature physico-chimique du

substrat.

- La seconde stratégie est basée sur la notion de profil fermentaire d'un substrat
complexe. On distingue deux grands types de profils en fonction du pH final : les profils neutres
(pH compris entre 6,5 et 7,5) et les profils acides (pH compris entre 4,5 et 6.) Par
exemple, pour les substrats liquides a profil acide, on choisira un réacteur a deux étapes
homogeénes avec fixation des microorganismes dans la seconde phase; pour des substrats &
profil neutre, un réacteur & une étape avec accumulation de ia biomasse suffira.

Les digesteurs peuvent étre alimentés en discontinu (une seule charge ou charges
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muliiples) ou en continu et le taux de diluiion peut influencer la stoechiométrie d'une réaction.
Ainsi Belaich (1981) a montré qu'un taux de dilution inférieur de 60 % de la vitesse
spécifique de croissance maximum de Streptococcus lactis, modifiait les produits finaux de la
fermentation qui d’homoiactique devenait hétérolactique. La bactérie lactique Streptococcus
lactis devient acétogéne en produisant acétate, formate et éthanol. Le couplage est alors direct.

3.4. Technolggie de la biométhanisation
3.4.1. Evolution

L'évolution des technologies des réacteurs a surtout été provoqué par les
perspectives d'application du traitement anaérobie aux effluents liquides. Aprés les premiéres
applications de la digestion anaérobie aux réservoirs septiques puis aux réacteurs infiniment

melangés (Fig. 11-a) plusieurs autres réacteurs ont été développés selon deux approches :

* L'accroissement de la densité bactérienne dans les réacteurs en augmentant leur
temps de rétention :

- Soit par le recyclage des boues, cas du procédé contact anaérobie (Fig. 11-b),
soit par formation d'un lit de boues, cas du procédé UASB (Fig. 11-c) ou le réacteur a baffles
(fig. 11-d), soit par adjonction d'une membrane de séparation des solides a la sortie de

I'effluent (fig. 11-e).

- Soit par formation d'un film bactérien sur des supports. On distingue 3 types de
réacteurs a film fixé : le filtre anaérobie a flux ascendant (Fig. 11-f), ou descendant (Fig.
11-g), le lit expansé (fig. 11-h) et le lit fluidisé (Fig. 11-i).

* L'amélioration des activités bactériennes par l'optimisation du processus.
anaérobie. La séparation des phase acidogénes et méthanogéne (Fig. 11-j) est une voie
prometteuse (Cohen, 1983).
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Figure 11: Procédés de la digestion anaérobie (d'aprés Speece, 1983).
3.4.2. Filtres anaérobies

Il y a 20 ans que le filtre anaérobie a été testé pour la premiére fois au laboratoire
par Young et McCarty (1969). Dés lors, un grand nombre d'études ont été effectuées en
laboratoire sur des substrats et des supports trés divers, avant de permettre le développement

d'installations & grande échelle (Bonastre et Paris, 1989).
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3.4.2.1. Influence du support

L'efficacité d'un filtre anaérobie pour un maintien correct de la biomasse
bactérienne peut résulter de deux phénomeénes :

- Une adhésion des bactéries aux supports.

- Un piégeage d'agglomérats bactériens dans les volumes interstitiels.

Dans un lit fixé & support orienté ou dans un lit fluidisé, le phénoméne d'adhésion
des bactéries aux supports semble prépondérant ; par contre, dans le lit fixé & support en
vrac, c'est le phénoméne de piégeage qui semble dominer (Wilkie et al., 1982). Ainsi, Young
et Dahab (1983) ont comparé quatre supports différents et ont montré que la taille des pores
influait plus sur les performances que la surface spécifique. Un support bactérien pour étre
efficace, doit présenter un rapport surface spécifique sur volume trés élevé, une texture
rugueuse pour permettre l'adhésion bactérienne, une résistance mécanique, un prix

économique et une porosité suffisante (Bonastre et Paris, 1989).
3.4.2.2. Démarrage des filtres anaérobies

L'étape qui précede la stabilisation du fonctionnement d'un réacteur sous une charge
optimale est appelée étape de démarrage ou "start-up®; c'est I'étape la pius difficile
(inoculation et acclimatation). La croissance des microorganismes et leur maintien dans le
réacteur sont des parametres importants du démarrage. En effet, d'aprés les travaux de Van den
Berg et Kenedy (1982), la vitesse de démarrage des réacteurs sans retention de la biomasse
bactérienne est fortement dépendante du taux de croissance de l'inoculum initial. Par contre, la
vitesse de démarrage des réacteurs avec retention de la biomasse dépend fortement de la
proportion de bactéries perdues dans l'effluent.

Diverses conditions de démarrage de réacteurs anaérobies a film fixé sont
mentionnées dans la revue de Henze et Harremoes (1983).

La composition du substrat influe sur les performances, la stabilité et le bon
fonctionnement du réacteur. Ainsi, les eaux résiduaires riches en .sucres donnent des
rendements plus élevés en biomasse et une agglomération des boues bien meilleure qu'avec des
eaux résiduaires riches en acides organiques ou en protéines (Young et Dahab, 1983).

Des recherches ont montré que ['addition d'AGV ou d'un méiange de méthanol avec le
substrat a traiter durant I'étape de démarrage, stimulait le développement des bactéries
méthanogénes (Bonastre et Paris, 1989). Murray et Van Den Berg (1981) notent également

que l'addition de nickel et de cobalt présente un effet activateur sur la vitesse de formation du
film fixé.
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A cause des faibles énergies de maintenance nécessaires a la survie des bactéries
anaérobies et de la biomasse importante piégée dans le filtre anaérobie, ce dernier présente
l'avantage de redémarrer rapidement aprés une année de non alimentation, ce qui le rend apte

aux traitements des effluents des industries saisonniéres (Bonastre et Paris, 1989).
3.4.2.3. Influence des conditions de fonctionnement

Soumis a des fluctuations importantes de leurs paramétres de fonctionnement
(température, pH, charge volumique) autour des valeurs optimales, les filtres anaérobies ont
montré une grande stabilité (Verrier, 1984). Ce type de réacteur, en assurant le maintien de
la population bactérienne, permet une restauration plus rapide des conditions normales de
fonctionnement.

D'aprés les travaux de Sharaa et Jewell (1984), la biométhanisation en lit fix¢ a
55°C a donné les mémes vitesses de conversion et des performances- équivalentes & celles
obtenues en mésophilie. Le probleme majeur de ces processus thermophiles est le treés bas
rendement en biomasse (50 % de celui du processus mésophile), ce qui conduit a un
temps de démarrage trés long et une acclimatation difficile lors des changements de charges ou
de substrats (Henze et Harremoes, 1983).

La présence de matiére en suspension dans le substrat diminue l'activité spécifique
en diminuant le temps de rétention de la boue dans le réacteur (Van Den Berg et al., 1980).

3.4.2.4. Effets des composés toxiques

L'utilisation de procédés a cellules fixées s'est avéré un moyen efficace pour
limiter les effets toxiques ou inhibiteurs de ces composés. lls tolérent des concentrations
transitoires de composés tels que cyanure, formaldéhyde, ammonium, sulfite, beaucoup plus
importantes que les réacteurs a cellules libres (Parkin et Speece, 1982).

La biodégradation du phénol par un consortium méthanogéne nocif et par un
consortium méthanogéne immobilisé dans l'agar a 2 %, a montré qu'en absence d'inhibition
(0,5 g/l), la production de méthane par le consortium non immobilisé est plus rapide et plus
élevée. Cependant, pour les concentrations inhibitrices (1 g/l), la production de méthane par
le consortium immobilisé est plus élevée (Dwyer et al,, 1986). Ceci a été expliqué par le fait
que les parameétres cinétiques (Vmax, Km, Ki) ont été modifiés par I'immobilisation et que

I'étape de saturation est plus large dans le cas du consortium immobilisé.
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1, Matériel biologique

Les microorganismes aérobies ou anaérobies utilisés l'ont été sous plusieurs
formes :

-Les champignons et les bactéries aérobies

- _consortium anaérobie

- boues anaérobies
1.1, hampign ri i

Les souches d'A. niger qui ont servi a la sélection d'un champignon pour la
bioconversion des margines proviennent de la collection du Centre de Biotechnologie de Sfax, du
laboratoire de 'ORSTOM de Montpellier, ainsi que des isolements de l'environnement des
huileries. '

Les spores ont été obtenues sur des milieux gélosés préparés a partir des margines
complémentées en sulfate d'ammonium (10 g/l} et en agar (18 g/l). Ce milieu est réparti en
erlenmeyers puis stérilisé, ou bien en boites de Pétri aprés stérilisation. Aprés
refroidissement, il est inoculé par les spores du champignon obtenues en boites de Pétri ou en
erlenmeyers. Aprés incubation & 35 °C, les spores sont récupérées aprés addition d'eau
distillée stérile avec 0,08 % de tween 80 et grattage a l'aide d'une baguette de verre dans le cas
des boites de Peétri ou par agitation dans le cas des erlenmeyers. L'addition de billes en verre
dans le cas des erlenmeyers facilite la récolte des spores.

Dix bactéries ont été isolées a partir des margines fermentées. La souche n° 11
correspond a Pseuodomonas putida. Ces bactéries ont été utilisées pour I'étude de la dégradation
des acides phénoliques des margines et pour la formation de la boue activée. Elles ont été
conservées sur un milieu gélosé constitué de 50 % de gélose nutritive et 50 % de margines

fermentées par A. niger.
2 ¢ . srobi
Ce consortium est formé de bactéries anaérobies strictes (Clostridium) qui ont été
isolées du tractus digestif de termites humivores (Brauman, 1989). Ce consortium a été

utilisé pour le dopage de la boue anaérobie servant a la méthanisation des margines.

1.3. In | naérobi

Plusieurs inocula d'origines différentes ont été utilisés pour I'étude de la
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méthanisation des margines en petits flacons et en réacteurs. Ce sont essentiellement :
- des bouses de vaches
- des boues du digesteur urbain d'Aix en Provence
- des granules issus d'un digesteur UASB (Hollande)
- du lisier de Porc.

2. Les milieux de culture

Selon l'objectif de I'expérience, le milieu de culture est synthétique ou formé de
margines complémentées en sel.

21 | il theti

Les milieux de culture utilisés stérilement pour la culture aérobie des bactéries et
des champignons durant 5 jours sur des acides phénoliques, sont respectivement les milieux
(1) et (2) suivants:

Mili .
Sulfate d'ammoniu'm 1 g/l
Dihydrogénophosphate de K 3 g/l
Sulfate de magnésium 0,5 g/
Sulfate de fer 0,01 g/l
Chlorure de calcium 0,05 g/l
Extrait de levure 1 g/l
Peptone 2 g/l
Composé aromatique 2 g/l
pH 7,2

Miliey 2:

Sulfate d'ammonium 4 g/l
Dihydrogénophosphate de K 2 g/l
Sulfate de magnésium 0,5 g/l
Extrait de levure 0,5¢g/1
Composé aromatique 5 g/l
pH 55

Milieu 3: 1l est composé d'un mélange a 50 % de gélose nutritive (Difco) et de margines
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ferm’entées par A. niger. Il a été utilisé pour lisolement, le dénombrement et la conservation
des bactéries des boues activées.

Milieu 4: (Tampon de Dolfing, 1985)

NaHCO3 10 g/

NH4CI 0,5 g/l
KoHPOy4 0,4 g/l
KHoPO4 0,3 g/l

Ce milieu est préparé en anaérobiose sous No/COo, pH: 7.

Miliey 5: Solution minérale et solution de vitamines (Balch et al., 1979). Elles ont été
ajoutées aux margines fermentées servant a l'alimentation des digesteurs durant les étapes de
démarrage. -

2.2, Les margines

Les margines ont été conservées a 4°C. Elles peuvent étre utilisées soit sous forme
gélosée, soit sous forme liquide aprés apport de sels. Elis ont été prélevées soit:

* Du séparateur, directement au cours du processus d'extraction d'huile d'olive
(margines Gard 87, Sfax 89 et 90).

* Des bassins de récupération d’huile dans les huileries (margines Boughrara 88).

* Des camions-citernes transportant les margines des huileries jusqu'a la station
d'épuration de la ville de Sfax (margines Station 90 et d'autres échantillons qui ont servi a
I'établissement des corrélations).

L ndition fermentation

Selon que les études sont faites en aérobiose ou en anaérobiose, en petit volume ou
en grand volume, les fermenteurs et les conditions opératoires sont différents. Dans plusieurs
cas, ces fermenteurs aérobies et anaérobies ont été utilisés dans les mémes installations en
parallele pour comparer leurs performances ou en série pour réaliser des traitements
successifs.

1. 1tur robi rlenm r

Les cultures des moisissures et des bactéries en petit volume ont été réalisées en
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erlehmeyer de 250, 500 ou 1000 ml agités sur une table d'agitation (Biolafitte). Ces

erlenmeyers sont remplis de milieu de culture au 1/10€ de leur volume total.
3.2, Cultures aérobies en fermenteur

Essentiellement 3 types de fermenteurs ont été utilisés : un fermenteur agité et une
colonne & bulles pour la culture d'A. niger, et un lit fluidisé pour les boues activées.

3.1.2. Le fermenteur agité

Le fermenteur utilisé (Interscience, St-Nom la-Bretéeche) est de géométrie
standard et le volume total est de 2 |. Le systéme d'agitation mécanique est formé de deux pales
de Rushton (fig. 12). Il est muni d'un systéme d'aération et d'une régulation thermique.
L'agitation et 'aération ont été fixées a 300 tr/min et 1,2 VVM respectivement.
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Figure 12: Schéma du fermenteur agité de 2 litres.
1: Réacteur, 2: Sytéme de régulation de température, 3: Arrivée d'air, 4: débit-metre, 5:

Condensateur de vapeurs, 6: Récupération de condensat, 7: filtre a air.
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3.2.2. Colonne a bulles

Ce fermenteur est formé d'une colonne en plexiglass de 55 cm de longueur et de 8
cm de diamétre. Le volume total est de 2.4 | et le volume liquide a été fixé & 2 I. Il est muni
d'une jaquette pour maintenir constante la température de fermentation. L'air arrive par le

bas du fermenteur au travers d'un disque perforé de 5 cm de diameétre (fig. 13; planche 1).

CO2 (%)
02 (%)

Figure13: Schéma de la colonne a bulles.

1: Réacteur, 2: Systéme de régulation de température, 3: Arrivée d'air, 4: Condensateur de
vapeurs, 5: Mesure de pOp, 6: débit-metre, 7: Analyseur de pourcentage de COo et d'Op, 8:

Récupération de condensat, 9: filtre & air.

Ce fermenteur est équipé d'un condensateur pour limiter les pertes en eau du
milieu de fermentation par évaporation, et d'une sonde a oxygéne ampérométrique (ou

polarographique) pour la mesure de la pression partielle en oxygéne dans le fermenteur. Les
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pourcentages de CO»> et d'oxygéne sont hesurés par un analyseur d'oxygéne et de COp (The
analytical development Co LTD, Hodeson, Angleterre) aprés condensation des vapeurs d'eau
contenues dans les gaz de sortie et leur séchage a travers un systéme de déshydratation.
L'étalonage de l'analyseur a été réalisé avec du COo (6 %) et de l'oxygéne (18 %).

Ce fermenteur a été couplé a d'autres réacteurs comme le montrent les fig. 14 et 18.
3.2.3. Lit fluidisé

Ce fermenteur consiste en une colonne de verre de 45 cm de hauteur et 4,5 cm de
diameétre. Le volume du liquide est de 0,5 I. Il est muni d'une double enveloppe pour maintenir
constante la température de fermentation. Un décanteur est utilisé pour recycler la boue et le
support échappés dans l'effluent (planche 1). Ce fermenteur a été alimenté en paralléle ou en
série avec le filtre anaérobie a partir des margines fermentées en colonne a bulles (fig. 14 et
18).

_[

Figure 14: Schéma du lit fluidisé et du filtre anaérobie couplés a ia colonne a bulles.
1: Colonne & bulles, 2: Filtre anaérobie, 3: Lit fluidisé,4: Décanteur, 5: Gazometre a cloches,
6: Condenseur, 7: Arrivée d'air et débimétres, 8: Effluents, 9: Filtration, 10: Bac
d'alimentation, 11: biomasse, 12: Systéme de régulation de température.
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L'aération a été fixée entre 0,6 et 0,8 VVM. Le support utilisé est formé de 50 g de
particules de coques d'olives qui proviennent de l'usine d'extraction d'huile par solvant a
partir des grignons. Aprés lavage a chaud dans une solution d'acide phosphorique 0,5 N pour
enlever les pulpes d'olives, les coques sont lavées a I'eau distillée et séchées pour étre utilisées
comme support bactérien.

Les cultures ont été réalisées selon deux fagons :

- La premiére basée sur les techniques développées par Hungate (1969). Les
inoculums (boues, consortium ou bactéries définies) et les substrats sont répartis dans des
flacons-sérum de 60 ou 120 ml remplis au 1/3 selon la technique de Balch et al. (1979). Les

flacons sont fermés & I'aide de bouchons en butyl noir (Bellco Glass, Inc, Vineland, N.J.) puis
gazes avec l'atmosphére désirée (N2 ou N2/CO2). Enfin 0,1 ml d'une solution de NasS (1,5

%) sont apportés au milieu. Au cours de lincubation, ie méthane prélevé par une seringue
dans I'atmosphére du flacon est mesuré par CPG (fig. 15 a).

1 Seringue d'échantilionnage
T‘ du biogaz
a . Biogaz
Inoculum et Substrat
«4— Biogaz
]
° & Eau ch:idiﬁée
i N Eau a 15 % de potasse
b

Inoculum et Substrat
—>

N—

Figure 15: Schéma des incubateurs anaérobies en batch.
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- Les batchs sont réalisés suivant le schéma de la fig.15 b. Des flacons-sérum sont

remplis avec linoculum et le substrat. Le biogaz produit passe au travers d'une solution de
potasse & 1,5 %; le CO2 s'y dissout et le volume de méthane obtenu correspond au volume

déplacé de potasse. En absence de potasse, le volume déplacé correspond au volume de biogaz et
le pourcentage de méthane est mesuré par CPG.

.4. Méthanisation en di

Piusieurs digesteurs ont été utilisés pour l'acclimatation des inoculums ou pour
déceler leur efficacité a traiter les margines. Ces digesteurs ont été alimentés en continu ou
séquentiellement en utilisant des programmateurs. Au cours de ce travail, deux types de
gazometres ont servi & mesurer le biogaz produit par les différents réacteurs : le gazometre a
déplacerﬁem d'eau (fig. 16) et le gazométre a cloche (fig. 14, 15, 17 et 18).

5 2
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Figure 16: Schéma des réacteurs contact anaérobie et filtre anaérobie.
1: Pompe d'alimentation, 2: Prélevement de boues, 3: Purge de boues, 4: Effluents, 5:
Décanteur, 6: Moteur d'agitation, 7: Fermenteur agité, 8: Gazometre a déplacement d'eau, 9:
Bac d'alimentation agité, 10: Barbotage d'azote, 11: Recyclage de boues, 12: Filtre anaérobie.
a, b et c: points de prélevements.
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3.4.1. Le digesteur contact anaérobie

Ce procédeé est formé d'un fermenteur Biolafitte de 10 | et d'un décanteur de 1 I. Le
volume utile du fermenteur est fixé a 7,5 I. L'agitation est de 75 tr/min. Ce digesteur agité a
été alimenté parallélement avec le filtre anaérobie a partir du bac d'alimentation (fig. 16).

3.4.2. Les filtres anaérobies

Deux réacteurs de géométrie et de dimensions différentes ont été utilisés pour
étudier leur efficacités a traiter les margines:

- 2 colonnes a double enveloppe congues en PVC de 50 cm de longueur et de 8 cm de
diamétre interne. Le premier digesteur a été garni a l'aide de support ordonné en PVC, le
second avec de l'argile; le volume de ce filtre est de 2 | (fig. 17).

= | =

Figure 17: Schéma des filtres anaérobies a support en argile et en PVC.
1: Bac d'alimentation, 2: Filtre anaérobie a support en argile, 3: Filtre anaérobie a support en
PVC, 4: Gazometre a cloche, 5: Effluent, 6: Pompe d'alimentation.

- Une colonne en verre a double enveloppe de 45 cm de longueur et de 12 cm de
diametre interne. Le volume total est de 4,5 I. Ce filtre a été garni de 750 g de fragments de
gaines électriques (planche 1). Ce filtre anaérobie comporte 3 points de prélévements comme
le montre les fig. 14 et 16.
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Les caractéristiques des supports utilisés sont données dans le tableau 13.

Tableau 13: Géometrie et caractéristiques des supports bactériens utilisés.

Géométrie Porosité (%) Surface spécifique

Fragments de gaines électriques 83
(L: 15 mm, I: 10 mm)

~ Argile (D : 5 mm) : 40 © 125 m2/g
qu—o—oo—oo—eo'o
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des margines

Cette installation résulte de l'association des réacteurs antérieurement étudiés
(planche 1). La colonne a bulles, le filire anaérobie a gaines électriques et le lit fluidisé a
boues activées ont été placés en série (fig. 18). L'ensemble est thermostaté par le méme
bain-marie a 35 °C.

Aprés inoculation de la colonne a bulles remplie de 2 | de margines complémentées
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en sels, la fermentation en batch eét initiée par l'envoi d'air. Aprés trois jours de
fermentation, la biomasse est collectée par filtration et le filtrat est récupéré dans le bac n°
10 ou il est ajusté & pH 7,8 a l'aide de la chaux. Les eaux de lavage du fermenteur et du systéme
de filtration servent & diluer ce substrat qui va alimenter le filtre anaérobie. Le biogaz produit
est récupéré dans le gazometre a cloches. L'effluent du filtre anaérobie est colliecté dans le bac
n° 7 pour servir d'alimentation du lit fluidisé. L'effluent de ce dernier est collecté dans le bac
n° 6 aprés décantation des boues et des particules du support dans le décanteur.

15
14
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|
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Figure 18: schéma de linstallation a I'échelle de laboratoire de dépoliution biologique des
margines.

1: Arrivée des margines, 2: Colonne a bulles, 3: filtre anaérobie, 4: Lit fluidisé, 5: Décanteur,
6: Effluent, 7: Bac d'alimentation du lit fluidisé, 8: Pompe, 9: gazométre a cloche, 10: Bac
d'alimentation du filtre anaérobie, 11: Biomasse, 12: Filtration, 13: Arrivée de l'air, 14 :

Sortie des gaz, Sels et inoculum.
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hni

La matiére séche est constituée par I'ensemble des substances organiques et
inorganiques, en solution ou en suspension, contenues dans le substrat. La MS est déterminée
par évaporation d'un échantillon de 10 ml dans une capsule en porcelaine a 105°C pendant 24
h. Elle est exprimée par rapport au poids frais. La matigre séche est déterminée aussi dans la
biomasse produite par A. niger cultivé sur margines.

4.2. Matiére volatile (MV)

. Elles est exprimée en pourcentage par rapport au poids sec. Elle est déterminée en
faisant la différence entre la matiére séche obtenue par évaporation & 105°C pendant 24 h et

les résidus de cendres issues de la calcination a 600°C pendant 1 h.

13 Matie sct . : i Latil .
(MES. MVS)

Ces matiéres en suspension sont collectées par centrifugation. Aprés lavage du culot

a l'eau distillée, ces MES et MVS sont quantifiées de la méme maniére que MS et MV.
44. Demande biologique en oxygéne (DBOs)

La valeur de la demande biologique en oxygéne en 5 jours représente la quantité en
g d'oxygéne nécessaire aux microorganismes mis en incubation avec I'échantillon pour en
oxyder les matieres assimilables, organiques et minérales a 20°C et a l'obscurité. Au départ,
I'échantillon & incuber doit étre saturé en oxygeéne et dilué de telle sorte qu'aprés 5 j

d'incubation, il y ait encore de I'oxygéne dissous et détectable par 'oxymeétre (YSI modele 57).
1.5. D e chimi : (DCO)

La DCO correspond a la consommation d'oxygéne nécessaire a I'oxydation compléte
de la matiére organique du substrat. Cette oxydation peut étre obtenue par le dichromate de
potassium en excés, d'ou une méthode d'évaluation de la DCO au cours de laquelle I'excés de
dichromate est dosé par le sulfate de fer et d'ammonium.

La DCO a été mesurée selon deux techniques :
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- Standard methods (1975)
- la méthode économique de Knechtel (1979).
4.6. Dosage enzymatique duy glucose

Il est eftectué avec les réactifs Sera-Pak (laboratoire Miles). A pH 7, en présence
de la glucose - oxydase (GOD), le glucose est oxydé en acide gluconique avec libération de

péroxyde d'hydrogéne (H202). Ce dernier oxyde le chromogéne incolore en rose, selon les

réactions suivantes (Werner et al.,, 1977):

GOD
D- Glucose > Acide gluconique + Ho02

Peroxyde

H20o + chromogéne > Quinone aminée (rose).

La réaction se développe pendant 15 min & 32 °C. La coloration est lue & 505 nm.

Les échantillons subissent une défécation par le ferrocyanure de potasium et l'acétate de zinc.
4.7, Dosage chimique des sucres réducteurs totaux

Le jus de fermentation déféqué et dilué, est analysé. Les sucres sont dosés selon la
méthode de Somogyi (1945). La coloration développée est mesurée & 550 nm avec un
sepctrophotométre Shimadzu (UV-160 A). Les concentrations en sucres sont déduites a partir

d'une gamme étalon.

. Dé ination de l'azote minéral et de I'azote total organique

L'azote total est estimé selon la méthode de Kjeldahl. Les matiéres organiques sont
dans une premiére étape, minéralisées avec de l'acide sulfurique (d = 1,82) a chaud et en
présence d'un catalyseur de minéralisation (mélange de Sélénium, Merck).

La distillation du contenu du matras, aprés addition de 40 ml de soude, s'effectue
dans un appareil Bichi modele 320.

L'ammoniac est ensuite libéré par addition de soude (10 N) puis recueilli dans de
I'acide borique (10 g/l). L'ammoniaque est alors dosée par une solution d'acide sulfurique (O,1
N). Les résultats sont exprimés en g d'azote. Le coefficient de conversion de I'azote en protéines
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retenu est de 6,25. L'azote minéral est mesuré sans minéralisation.

3.5.9. Dosage des sels

Les sels contenus dans les margines ont été mesurés par spectrométrie de masse.

Les sulfates ont été déterminés par la méthode gravimétrique décrite dans Standard
methods (1975).

.5.10. Anal méthan

L'analyse du méthane est réalisée avec un chromatographe en phase gazeuse (Delsi

Série 30), muni d'un détecteur a ionisation de flamme et d'une colonne en acier inox de 0,8 m

remplie de Porapack Q (80 - 100 Mesh).

Le gaz vecteur est I'azote. Les conditions sont les suivantes:

Température :

- colonne....ociveeeriiiieiiiiiiene 200°C

- injecteUr...ci i 230°C

- détecteur....oiiiiineiciiinnen, 250°C
Débits gaz :
No 28 mil/min
S | GOSN 25 ml/min
“Ho 30 ml/min
.5.11, Anal 2-et de Hy

L'analyse du méthane est réalisée avec un chromatographe en phase gazeuse (Girdel
série 30), muni d'un détecteur & conductibilité thermique (catharométre) et de deux colonnes
en acier inox (1,8 m x 1/8 ") remplies de carbosphére 60 - 80 Mesh). Le méthane peut
également étre analysé par cette technique qui demeure cependant moins sensible que la
précédente.
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Les conditions opératoires sont les suivantes:

Terhpérature :

- colonne................ e «ener.85°C

S (1)1 1=V SN 105°C

- détecteur........ccovreccnircencnnes 150°C
Debits gaz :
N, 45 ml/min
Courant-filament..................... 100 mA

4.11. Acides gras volatils et alcools

Les AGV ont été dosés par CPG en ionisation de flamme, soit & 'aide d'un appareil
Delsi Série 30, soit a l'aide d'un appareil PYE UNICAM.

Dans les deux cas, la methode utilisée permet d'éviter I'extraction préalable des
composés a analyser, puisque nous injectons directement le milieu contenant les produits dans
la colonne du chromatographe.

Ce milieu est obtenu aprés élimination des solides par centrifugation & 13000
tr/min pendant 15 min, puis stabilisation a l'aide d'une solution de HoPO4/HgClo et filtration
sur Millipore 0,22 pm.

112, Anal I id hénoli

Les acides phénoliques synthétiques sont quantifiés par spectrophotometrie UV
(UV-Visible recording spectrophotometer Shimadzu). Les monomeres aromatiques des
margines avant et aprés fermentation sont déterminés par CPG (Shimadzu, gas chromatograph

GC - 9A) apres leur extraction par 2 ml d'acétate d'éthyle et d'acétone, a partir de 1 ml
d'échantillon acidifié par 50 il de HoSO4 2N. Apres extraction, I'échantillon est filtré sur un
filtre Millipore de 0,22 um et évaporé sous vide a sec. A ce résidu sec sont ajoutés 100 ul de
pyridine et 50 pl de TMS (Triméthylsilil). Le mélange est agité et chauffé & 60 °C pendant 15

min. A partir de ce mélange 1 i d'échantillon est injecté dans le chromatographe. Ce dernier
est équipé d'un détecteur a ionisation de flamme et d'une colonne capillaire (SE 30 SCOT) de

longueur 40 m et de diameétre 0,5 mm. Le débit du gaz vecteur (No) est de 60 ml/min. Les
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débits d'air et d'hydrogéne sont respectivement de 35 et 500 ml/min. La température de

I'injecteur et du détecteur est de 300°C. Le chromatogramme des monomeres phénoliques
standard est donné sur la fig. 19.
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Figure 19: Chromatogramme en phase gazeuse de quelques monomeéres phénoliques standard.
1: Pyrogallol, 2: Tyrosol, 3: Acide p-OH-phenylacétique, 4: Acide protocatéchuique, 5: Acide
syringique, 6: Acide p-coumarique, 7: Acide gallique, 8: Acide caféique, 9: Epicatéchine.

4,13. Analyse des polyphénols des margines

La caractérisation des composés aromatiques complexes des margines brutes et
traitées durant le procédé, a été suivie par chromatographie d'exclusion sur gel de séphadex
G-50. 300 ml environ de ce gel sont placés dans une colonne de 3 cm de diamétre interne et de
60 cm de hauteur. Aprés stabilisation et lavage a l'eau distillée, 3 ml d'échantillon sont
injectés dans la colonne et sont élués par fraction de 3 ml sous un débit de 0,33 mli/min. La DO
des fractions est mesurée par spectrophotométrie a 280 nm.

La calibration est réalisée par le passage d'un mélange de bleu de dextran (PM=
200000) , de ribonucléase (PM= 13 000) et d'acide syringique (PM= 198) (fig. 20). |l est

a noter que les 28 premiéres fractions (84 ml) ne sont pas reportées sur toutes les figures
donnant les profils d'élution des différents échantilions.
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Figure 20: Profil d'élution du mélange de bleu de dextran, de ribonuciéase et d'acide

syringique.
4,14, Dosage des tanins

La méthode utilisée est basée sur la technique de dosage des composés phénoliques
des plantes; elle a été adaptée par Balice et al. (1988) pour le dosage des tanins des margines.

{16, Détermination de la_bi

La biomasse produite par la culture d'A. niger sur les margines est recueillie par
filtration sur un morceau de tissu de Tergal placé dans un entonnoir ou dans un systéme de
filtration Millipore débarassé de son verre frité (Fig. 21). Ce sytéme a été utilisé pour I'étude
de la cinétique de filtration des margines avant et aprés filtration sous vide ou sous pression

atmosphérique. L'aire de la surface filtrante est de l'ordre de 1,5 cm2. La taille des mailles du

tissu est située entre 100 et 200 um (planche 4).
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< Echantillon & filtrer

«— Tissu filtrant

Sous vide

Filtrat

Figure 21: Schéma du dispositif de filtration.

4.17. D rmination fficien ransfert volumi

I'oxygene K)a

La méthode utilisée est chimique; elle a été mise au point par Cooper et al. (1944).
elle suppose que I'étape limitante est le transfert de matiére en phase liquide. La concentration
en oxygene dissous dans le milieu est mesurée indirectement. L'oxygéne transféré oxyde en
sulfate une solution de sulfite (0,2 & 1 M) présente dans le fermenteur. Cette oxydation est

catalysée par des ions cuivre et cobalt:

Cut+
Nas SO3 + 112 0p — > Nap SOy4

Cott

Connaissant le débit et le temps d'injection d'air, un double dosage iodométrique des

sulfites avant et aprés aération, permet le calcul de l'oxygéne transféreé.
.18. Techni micr i lectroni

Le microscope électronique utilise des électrons, dits rapides, d'énergie moyenne

comprise entre 10 et 100 keV. Le systéme optique électronique comporte des lentilles
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pré-alignées permettant une concentration o_ptimale du faisceau. L'impact des électrons sur
I'échantillon & étudier provoque a partir de ce dernier, I'émission d'électrons secondaires de
faible énergie qui sont focalisés sur un photomultiplicateur amplifiant le phénoméne (Joels
TSM-35 CF).

L'échantillon est collé sur un portoir avant d'étre soumis a une métallisation a l'or.
La focalisation du faisceau se fait sous I'objet pour obtenir une image en relief. L'observation
se fait sur un écran. Les photographies sont réalisées grace a un appareil conventionnel, placé
a l'extérieur du microscope.

5. p| 'expéri (De M  al. 1985)

L'utilisation de plans d'expériences permet de déterminer l'influence des
parametres étudiés avec un minimum d‘essais. Le domaine expérimental est défini en effectuant
le recensement, le classement et le choix des paramétres. La détermination des niveaux de
parametres étudiés est essentielle, car si celle-ci est correctement effectuée, le risque de
conclure a l'absence d'influence d'un facteur sera réduit et I'optimum sera plus rapidement
atteint. La matrice d'Hadamard par exemple, permet d'étudier simultanément les effets de k
facteurs avec N expériences (N = k + 1) (tableau 14). L'emploi de ces matrices d'éxperiences
est trés utile pour démarrer un programme d'optimisation et pour trier parmi de nombreux
facteurs, ceux qui ont un effet sur la réponse.

La matrice d'Hadamard est une matrice carrée ne contenant que des éléments égaux

a+1ou-1etN =12 Dans ceite matrice la valeur moyenne des réponses est:

Y1+Y2+...+Y12

bo
' 12

Les réponses étant des modeles polynomiaux de la forme Yi = bo + ( bi Xi)
(Xi = valeurs des variables explicatives).
Les coefficients bi a déterminer sont donnés par:
XiYi
bi =

12
X'i étant le transposé de la matrice.
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Tableau 14: Matrice d'Hadamard (K= 11; N= 12).

Expérience n°® Niveau des facteurs n°

1 2 3 4 5 6 7 8 10 11
1 + + - + + + - - + -
2 - + + - + + + - - +
3 + - + + - + + + + +
4 - + - + + - + + - -
5 - - + - + + - + + +
6 - - - + - + + - + +
7 + - - - + - + + + +
8 + + - - - + - + - +
9 + + + - - + - + -
10 - + + + - - - + + +
11 + - + + + - - - - +
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RESULTATS ET DISCUSSION
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1. Etude physico-chimique des margines
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Plusieurs échantillons de margines d'origine et de saisons différentes ont été

utilisées au cours de ce travail. Ces margines proviennent du département du Gard (87) , de
Bou-Ghrara 88; des huileries de Sfax (89-90) et de la station de la ville de Sfax.

1.1, Analyse de la composition chimigue
Leurs compositions organiques et minérales ont été analysées. Le tableau 15
indique les caractéristiques de certaines margines utilisées. Le pH est situé entre 5 et 6 et la

DCO est trés variable; la valeur moyenne se situe aux alentours de 130 & 150 g/l.

Tabieau 15: Composition organique de certaines margines utilisées

Caractéristiques  Gard Sfax-90 Bou-Gh-88 Sfax-89 Station-90

pH 5,31 5,9 5,4 5,62 5,32
AGV (g/l) 0,08 - - - -
TAC (gN) 0,55 - - - .
MS (g/l) 48 190 105 118,6 123,8
MES (g/l) 7.7 52 26,5 23,5 18,4
MV (g/l) 43,2 58,7 73,8 - -
DCO (g/) 73,6 108 154 128,4 137
DBOs (g/l) 36,4 38,25 - 63,5 - -
Sucres réducteurs 7 37 16,8 15,4 40,2
Glucose (g/l) - - 47 1,96 12,8
Protides (g/l) 0,56 7,5 2,37 - -
(NKT x 6,25)

Le rapport DCO/DBOsg se situe entre 2 et 4. Ce rapport est de plus en plus petit, au
fur et & mesure que l'inoculum aérobie utilisé dans le test de mesure de la DBOs est capable de
dégrader les composés phénoliques. La présence de sucres indique I'état de fraicheur des
margines. La matiére séche est formée de 90 % de matiére volatile ce qui montre la nature

organique des margines. La fraction protidique n'est pas importante; elle dépend de la présence
des MES. Ces considérations montrent bien que cet effluent peut étre traité par les voies
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biologiques comme I'a signalé Fiestas Ros de Ursinos (1981).

Malgré la variabilité de la composition des margines, certaines caractéristiques
peuvent étre corrélées (fig. 22-a). Ces corrélations ont été obtenues en se basant sur le dosage
de plusieurs margines prélevées a partir des camions citernes arrivant a la station d‘épuration
de Sfax. Elles sont peu différentes de certaines margines italiennes (Balice et al., 1982)

comme le montre la fig. 22-b.
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Figure 22: Corrélations entre DCO et MS (O0) ou MES (A) pour les margines

tunisiennes (a) et italiennes (b).

En ce qui concerne la composition minérale, tous les sels dosés ont ét¢ détectés

(tableau 16). Les sels les plus abondants sont le potasium et le sodium.
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Tableau 16: Composition minérale de certaines margines utilisées.

Sels Gard-87 Sfax 86 Sfax 87 Bou-Ghrara-88 Sfax 89
Ca (mg/l) 180 169 162 - 155
Mg (mg/l) 84 83 73,6 - 77
Na (mg/l) 130 412 400 - 391
K (mg/l) 2600 966 882 - 927
Fe (mg/l) - 27,2 17,2 - -
Zn (mg/l) - 7,16 - 4,88 -
Mn (mg/i) - 0,23 - 0,205 -
Cu (mg/l) - 0,9 0,65 - -
NO3z~ (mg/l) 38 - - - -
N-NH4* 30 . R A
1.2. ration matiér n nsion marqin

L'élimination des MES des margines est réalisée ou non selon I'objectif et les étapes
du procédé de dépollution & mettre au point. Ces MES sont différentes selon que I'élimination est
réalisée par centrifugation ou par filtration.

1.2.1. La centrifugation

En dépollution, la centrifugation est rarement utilisée pour les séparations
liquide-solide a cause de son colt élevé et de son fonctionnement discontinu.

Les études préliminaires de centrifugation des margines ont montré qu'elles sont
constituées de deux classes de MES qui décantent &4 des niveaux de vitesses de rotation
diftérentes:

- a des vitesses de rotation inférieures a 2000 tr/min, le culot est formé
essentiellement de particules grossiéres correspondant aux pulpes d'olives;

- au-dela de 4000 tr/min, le culot est formé de pulpes d'olives et d'une sorte de
péte trés collante et compacte qui correspond essentiellement 2 des mucilages et des gommes
déja identifiés dans les margines (Fiestas Ros de Ursinos, 1981). Le surnageant obtenu est
moins visqueux que les margines brutes et les margines filtrées (tableau 24).

L'analyse bibliographique des procédés déja utilisés pour le traitement des

margines a montré que la centrifugation a été seulement utilisée pour la récupération des
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levures obtenues par fermentation (Fiestas Ros de Ursinos, 1981).
1.2.2. La filtration

Contrairement a la centrifugation, la filtration et l'ultrafiltration sont souvent
utilisées pour I'élimination des MES des margines. Cependant, par suite de I'absence de données
bibliographiques concernant la filtration des margines, nous avons étudié la cinétique de
filtration de cet effluent pour déterminer les problémes susceptibles d'étre rencontrés lors de
cette opération. A priori, la filtration de cet effluent peut étre essentiellement contrariée par
deux obstacles:

- La viscosité élevée par la présence de pectines et de mucilages;

- La concentration élevée en MES et en MS qui colmatent les membranes de

filtration.

Les cinétiques de filtration de plusieurs sortes de margines a travers un tissu de

Tergal (100 - 200 um) sous pression atmosphérique, ont été différentes comme le montre la

fig. 23.

Filtrat (ml)

30

Temps (min)

Figure 23: Filtration sous-pression atmosphérique des margines (A}, des margines

stérilisées (A) et des margines centrifugées ().

La stérilisation a légérement amélioré la cinétique de filtration, probablement par
un changement de la texture des pulpes d'olives en suspension. L'élimination des MES et des
mucilages par centrifugation @ 4000 tr/min a rendu trés rapide la filtration des margines et
la totalité du liquide est récupérée. Ceci montre bien que la filtration des margines brutes est



75

surtout limitée par la nature'compacte du gateau formé par les MES et les mucilages (Planche
2).

La filtration sous vide a I'avantage de récupérer le maximum de liquide en moins de
temps et obtenir ainsi un gateau moins humide. Cependant, cette amélioration a été réduite dans
les deux cycles de filtrations suivants (fig. 24). En effet, si dans le premier cycle le filtrat a
été obtenu en 8 min, dans le troisiéme cycle, il a fallu plus d'une heure pour que la totalité du

liquide soit récupérée.

Filtrat (m1)

(o] 20 40 60 80 100
Temps (min)

Figure 24: Filtration des margines avec application du vide en trois cycles.

Anal I s phénoli I' .

ces composeés phénoliques sont essentiellement contenus dans la fraction soluble.
Tous les spectres des margines sont les mémes et font apparaitre des pics aux alentours de 260
nm comme le montre la fig. 25; ils correspondent aux composés phénoliques et sont de plus en
plus nets lorsque les margines sont plutdt rouge foncé que noires.

L'analyse des composés phénoliques simples a partir de différents échantillons de
margines, par CPG (fig. 37) a montré que les margines contiennent pratiquement les mémes
composés phénoliques simples mais & des concentrations variables suivant la maturité des
olives et la conservation des margines. Les acides phénoliques simples sont présents a des

concentrations plus élevées que les alcools phénoliques simples.
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figure 25: Spectre des margines

Le profil d'élution des margines analysées par chromatographie sur gel de séphadex
G-50 a montré gu'elles sont formées essentieliement de deux groupes de polyphénols (fig. 26;
planche 3):

Absorbance (280 nm)

Fractions

Figure 26: Profil d'élution des margines sur colonne séphadex G-50.
(O0), Sfax-89; (A), Station-90; (A), Huilerie-90.

- Le premier groupe comprend des composés dont le poids moléculaire est
inférieur a 20000; ils sont responsables de la couleur rouge violette. Ces composés
correspondent aux anthocyanes et aux tanins identifiées dans les margines (Tanchev et al.,
1980; Balice et al.,, 1988). En effet, I'abaissement du pH transforme la couleur des margines
du noir au rouge foncé, comparable a celle des anthocyanes des vins décrite par Monties en

1980. Ce groupe contient également une classe de composés responsables d'une coloration
jaune masquée par la coloration rouge.
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- Le second groupe est formé de composés phénoliques dont le poids moléculaire est
supérieur a 20000 et qui sont responsables de la coloration noire. En effet, I'addition d'un
acide fort comme l'acide sulfurique ou l'acide phosphorique aux environs de 5 %, provoque la
précipitation partielle de ces composés du second groupe au bout de quelques heures et les
margines noires deviennent rouge foncé (Planche 3). Le profil d'élution des margines confirme
bien I'élimination de ce groupe responsable de la coloration noire (Fig. 27).

Absorbance (280 nm)

Fractions

Figure 27: Profil d'élution des margines acidifiées sur colonne séphadex G-50.
(O), Sfax-89; (A), Station-90.

La couleur des margines qui varie du rouge violet foncé au noir foncé est sous la
dominance d'un groupe de composés phénoliques par rapport a l'autre. Cette coloration dépend
de la variété et de la maturité des olives ainsi que de I'état de fraicheur des margines. En effet,
il a eté constaté que durant le stockage des margines, leur coloration devient de plus en plus
noire. Ceci peut s'expliquer par l'oxydation des polyphénols du premier groupe qui se
polymeérisent comme pour les polyphénols du vin (Monties, 1980).

1.4. Conclusions

Les margines renferment donc deux fractions, I'une en suspension essentiellement
formée de la pulpe d'olives et l'autre soluble contenant les sucres, les lipides, les acides
organiques et les composés pénoliques. L'élimination des matiéres en suspension par filtration
n'est pas facile, le gateau formé par les pulpes d'olives n'étant pas perméable.

La difficulté de traitement des margines est essentiellement due a la présence de
deux groupes de composes phénoliques. Le premier groupe est formé de composés phénoliques
responsables de la coloration rouge foncé des margines; leur poids moléculaire est inférieur a



78

20000. lls correspondent aux tanins, anthocyanes, oligomeéres et monomares phénoliques. Ces
composés sont connus pour leur effet trés toxique pour les microorganismes. Le second groupe
est formé de polyméres phénoliques responsables de la coloration noire des margines; leur
poids moléculaire est supérieur a 20000 et peut dépasser les 200000. Ce groupe de composés
semble constituer une forme de la lignine (pseudolignine) et des produits d'oxydation des
composés du premier groupe. |
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2. Etude de la biodégradabilité et de la

toxicité des margines
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Cette étude est basée sur la production de méthane en batch a partir de plusieurs
formes de margines a différentes concentrations par rapport au contrble. L'effet toxique est
mis en évidence par la diminution de la production de méthane avec I'augmentation de ia
concentration du substrat. Par contre, 'augmentation de la production de méthane avec la
concentration du substrat s'explique par une réduction de la toxicité. En ce qui concerne la
biodégradabilité, elle est d'autant plus importante que la production de méthane est grande par
rapport au contrdle.

2.1. Méthanisati : . brut batct

2.1.1. Effet de la soude et de la chaux sur la digestion anaérobie
des margines '

Dans le but de choisir entre la soude ou la chaux pour ajuster le pH des margines a
la neutralité pour un bon développement des bactéries méthanogeénes, nous avons réalisé trois
batchs anaérobies dans des bouteilles de 500 ml; le méthane produit a été collecté apres
barbotage du biogaz dans une bouteille d'eau distiliée a 1,5 % de potasse.

Le flacon de contréle a été rempli avec 300 ml d'inoculum et 100 ml d'eau
distiliée, les deux autres flacons ont été remplis avec 300 ml d'inoculum et 100 ml de
margines (Gard) a 18,2 g/l de DCO chacun. Dans un des flacons, le pH a été ajusté a la soude et
dans l'autre évec de la chaux.

Pour amorcer l'activité méthanogéne de I'inoculum formé d'un mélange de lisier de
porcs et de boues de digesteur urbain, avec des concentrations respectives en MVS de 17,5 et
14,7 g/l, nous avons ajouté de l'urée a 0,5 g/l et un mélange d'acétate, formate et méthanol
(2 :2:1) & 10 mM. Les résultats obtenus sont reportés dans la fig. 28 : C'est l'utilisation de

la chaux qui a donné le plus de méthane.

En effet, ceci peut s'expliquer par le fait que la chaux :
- augmente l'alcalinité du milieu par la formation de carbonate de calcium;
- précipite les acides gras a longue chaine des margines, essentiellement l'acide
oléique (Roy et al., 1985) qui est trés toxique pour ila méthanogénese (Koster
et Cramer, 1980);
- peut précipiter ou floculer certains composés phénoliques des margines, ce qui
limite leur contact avec les bactéries méthanogénes (Tschocke, 1989).
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En outre, les ions calcium sont moins toxiques pour la méthanisation que ceux du
sodium. Dans la suite de toutes nos expériences, nous avons utilisé la chaux pour ramener ie

pH des marginés a la neutralité.

0,5

Methane (1)

Temps (j)

Figure 28: Effet de la soude (O) et de la chaux (A) sur la digestion anaérobie des margines.

(m): Controle.

2.1.2. Batchs anaérobies avec les différentes fractions des margines

Afin d'étudier V'effet toxique des margines sur les populations méthanogenes, nous
avons utilisé la boue anaérobie provenant du digesteur urbain de la ville d'Aix en Provence.
Cette boue a été concentrée en anaérobiose par sédimentation & 59,2 g/l de MS et 44,2 g/l de
MV. Un nombre important de flacons sérum de 60 m! ont été inoculés sous azote avec 10 ml de

cette boue degazée, avec 0,2 ml de NasS, 3Ho0 (25 % P/V), puis obturés a I'aide de bouchons

de butyl noir sertis. Ces flacons ont été conservés a 4°C jusqu'au moment de leur utilisation

pour laquelle 10 ml de substrat ont été ajoutés.

Dans le but de trouver un prétraitement physique pour I'amélioration de la
digestion anaérobie des margines, trois formes de margines ont été étudiées : la margine brute,
les MES et le surnageant séparés par centrifugation. Les caractéristiques des substrats sont

rapportées dans le tableau 17.
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Tableau 17: Composition chimique des margines Bou-Ghrara, de leur culot et de leur
surnageant de centrifugation.

Caractéristiques (g/l) Margine Culot Surnageant
DCO 157 105 128,4
Sucres réducteurs 16,7 2,7 17,2
Glucose 7 0,89 75
Huile 3,6 - 39
Protéines 2,15 3,8 1,3
Tanins condensés 2,3 1,8 0,94
Tanins hydrolysables 7 3.8 7.8
Monomeéres flavoiques 1,5 0,57 : 1,6
Monoméres phénoliques 6.4 2,84 ' 7.1

Ces substrats ont été ajoutés dans les flacons précédemment préparés selon des
concentrations croissantes. La production de méthane par ces trois substrats est rapportée
dans la fig. 28.

Ces résultats montrent que:

- L'augmentation de la concentration en margines provoque une diminution de la
production de méthane. La margine brute et la fraction soluble sont plus toxiques que la
fraction solide (culot de centrifugation).

- La cinétique de production du méthane est plus rapide dans le cas des margines
brutes et de la fraction soluble aux faibles dilutions. Ceci peut s'expliquer par le fait que les
substrats facilement fermentescibles sont solubles. Dans la fraction solide, la production de
méthane provient des composés qui forment la pulpe d'olives et qui sont essentiellement des
substrats lignocellulosiques et pectiques; ceci explique la faible vitesse de production de
méthane.

- A plus faible concentration en ['‘absence d'inhibition (5 g/l de DCO), la
production de méthane a partir des margines brutes s'effectue en deux phases: la premiére
correspond a la fermentation de composés facilement fermentescibles contenus dans le
surnageant, la deuxiéme correspondant a la minéralisation des composés contenus dans la

fraction solide ou des composés phénoliques complexes comme les tanins.
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Figure 29: Cinétique de production du méthane par les margines Bou-Ghrara (a), leur
surnageant (b} et leur culot de centrifugation (c) a différentes concentrations en DCO.
(A): Controle, (A):5 g/l, (@): 20 g/l, (O0): 40 g/I, (m): 60 g/I, (- ): 80 g/I.
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Le suivi de I'évolution des AGV et de la DCO durant la digestion anaérobie des
margines brutes a 20 g/l a montré que :

- Les margines ne peuvent étre méthanisées que lorsqu'elles sont trés diluées.

- Malgré l'accumulation d'AGV (fig. 30) et en particulier d'acétate qui explique
I'activité importante de la phase acidogéne, la production de méthane n'est pas supérieure a
celle du témoin. Ceci montre que les margines sont plus ou moins biodégradables mais
néanmoins toxiques.

- La transformation des substrats des margines en AGV ne s'accompagne pas d'une
nette diminution de la DCO. Ceci nous a incités & méthaniser ces margines riches en AGV (voir
paragraphe suivant).

AGY (g/1)
\

Temps (j)

Figure 30 : cinétique d'accumuiation de I'éthanol (A), de I'acétate (A),
du propionate () et du butyrate (W), durant la fermentation des margines brutes.

22 Batcl .robi I . . :

Compte tenu des expériences précédentes qui ont démontré que le fractionnement
des margines en culot et en surnageant de centrifugation ne résoivait pas le probleme de
toxicité et de biodégradabilité des margines, nous avons opté pour la recherche d'un
prétraitement biologique susceptible d'améliorer la méthanisation des margines sans le

recours a des facteurs de dilution trés importants.
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2.2.1. La biométhanisation des margines préfermentées par
acidogénése ou par A. nlge'r

Deux types de fermentations ont été étudiées dans le but de corparer les procédés
susceptibles d'améliorer le plus la méthanisation des margines : un procédé anaérobie et un
procédé aérobie.

- L'acidogénése anaérobie a été réalisée avec des margines brutes a une
concentration de 80 g/l . Cette expérience correspond aux margines méthanisées décrites dans
le paragraphe 2.1.2. L'effet toxique des margines vis & vis des bactéries méthanogénes entraine
une transformation de la méthanisation en une acidogénése. Les AGV produits lors de cet étape
peuvent étre métabolisés par I'étape suivante de méthanisation. Aprés élimination de la boue
par sédimentation, le surnageant a pu étre méthanisé. Cette sédimentation a entraine
I'élimination de certains composés phénoliques des margines.

- La fermentation aérobie des margines a été réalisée par A. niger souche A 10
(Raimbault et Alazard, 1980). Les margines additionnées de sulfate d'ammonium (3 g/l) et de
nitrate d'ammonium (5 g/l}) ont été inoculées a l'aide d'une suspension de 108 spores/ml a
raison de 2 ml/50 mi de margines dans une erlenmeyer de 1 |. Ces erlenmeyers ont été
incubés sur une table d'agitation a 35°C pendant 72 h. Aprés récupération du mycélium par
filtration, le filtrat a été méthanisé.

Les caractéristiques de ces 2 substrats sont rapportées dans le tableau 18.

Tableau 18: Composition chimique des margines Bou-Ghrara préfermentées.

Caractéristiques (g/l) par A. niger en batch anaérobie acidogene
DCO 63,7 64,3

Sucres réducteurs 2,1 6,7

Glucose 0,7 0

Huile traces 3,6

Protéines (N x 6,25) 3,1 -

AGV - 13,2

Phénols totaux 7,71 5,8

La méthanisation de ces deux substrats a été réalisée aprés leur ajustement a pH

7,5 par de la chaux éteinte. Ces margines préfermentées ont été méthanisées a l'aide d'un
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inoculum plus au moins acclimaté sur margines. Cet inoculum a été réparti dans des flacons
sérum de 120 ml avec 28,3 de MS et 21,7 g/l de MV. Les margines acidifiées ont été

tamponées avec du carbonate de sodium a raison de 0,5 équivalent mole de Nap CO4/ g de DCO.

Le pH a été ensuite ajusté par de la chaux a 7,25. Ces flacons ont été complétés avec 20 mli
d'inoculum et 20 ml de substrat sous azote.

Les résultats obtenus sont reportés dans la fig. 31. Le résultat du batch de contréle
n'est pas rapporté par ce que la boue a été trés stabilisée et le méthane produit est négligeable.

Ces résultats montrent que :

* Les margines préfermentées en anaérobiose sont moins toxiques que les margines
brutes. En effet, 20 g/l de DCO de ces margines préfermentées donnent plus de méthane que 10
g/l, contrairement & ce qu'on observe avec les margines brutes pour lesquelles 10 g/l de DCO
donnent plus de méthane que 20 g/l. Cependant, il faut noter que les margines treés diluées
donnent des rendements (MM de méthane/ g de DCO introduite) plus élevés que les margines
préfermentées en anaérobiose . ‘

* Dans le cas des margines préfermentées par A. niger, les productions de méthane
pour toutes les concentrations en DCO ont été supérieures a celles obtenues avec les margines
préfermentées en anaérobiose; I'augmentation de la concentration en DCO n'affecte pas la
formation de méthane. En outre, les rendements en méthane (mM de méthane / g de DCO
dégradé) sont presque deux fois plus élevés que ceux obtenus avec les margines brutes ou
acidifiées.

A. niger, en plus de [l'élimination de certains composeés inhibiteurs de la
méthanogénése, a contribué a I'hydrolyse de certains polyméres comme les tanins
hydrolysables qui ont été réduits de 7 ¢/l a 1,35 ¢/l . La production de méthanol a partir des
pectines peut contribuer au développement des bactéries méthanogénes acétoclastes dont le rble
est prépondérant pour I'élimination de I'acétate. L'accumulation rapide d'acétate dans le cas des
margines préfermentées par A. niger peut expliquer la bonne cinétique de formation du
méthane et confirme bien I'amélioration de la biodégradabilité des margines par ce type de
fermentation.

L'emploi des bactéries aérobies n'a pas été envisagé pour la réalisation de ce
prétraitement, compte tenu des données suivantes:

- Les bactéries (boues activées) ne peuvent étre efficaces pour le traitement des
margines que lorsque ces derniéres sont diluées de l'ordre de 70 fois (Balice et al., 1988).

- Les bactéries préexistantes dans les margines ne peuvent se multiplier qu'aprés
développement du mycélium du champignon. Ceci montre qu'A. niger a éliminé certains

composés toxiques pour les bactéries aérobies.
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Figure 31: Cinétique de production du méthane a partir des margines Bou-Ghrara brutes (a)
préfermentées en acidogénése (b) ou par A. niger (c) a différentes concentrations en DCO.
(m): 10 g/l, (T0): 20 g/I, (A): 30 g/l
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La fermentation des margines par_A.niger qui élimine certains composés toxiques
pour la méthénisation et produit des substrats facilement biodégradables et du méthanol qui
stimule les bactéries méthanogénes, est plus efficace que la fermentation anaérobie qui ne
réalise qu'une fermentation des sucres simples. Aprés avoir trouvé une amélioration de la
méthanisation des margines par leur prétraitement par A. niger, nous avons également étudié
I'effet sur la méthanisation des margines:

- de l'agitation
- de l'inoculation par des bactéries isolées de termites, connues par leur capacité a

dégrader les composés aromatiques des margines.
2.2.2. Effet de l'agitation sur la méthanisation des margines

_ Ces expériences ont - surtout un intérét pour le choix du procédé et les conditions
opératoires a appliquer pour le traitement des margines. L'effet de I'agitation a été étudié dans
des flacons sérum de 120 ml contenant 20 mi d'inoculum a 28,3 de MS et 21,7 g/l de MV et 20
ml de margines a 20 g/l de DCO; le pH a été ajusté a 7,25 par de la chaux. Deux types de
margines ont été utilisées: les margines brutes et les margines préfermentées par A. niger. Les
niveaux d'agitation ont été obtenus par variation de Ia vitesse de la table d'agitation.

Les cinétiques de production du méthane en fonction de I'agitation a partir des deux
formes de margines sont reportées dans la fig. 32.

L'agitation affecte d'avantage la formation du méthane avec les margines brutes
qu'avec les margines préfermentées par A. niger. Si dans ce dernier cas, I'agitation améliore la
production de méthane, par contre dans le cas des margines brutes, I'augmentation de la vitesse
d'agitation diminue la cinétique de production du méthane. Au dela de 50 tr/min, I'effet de
I'agitation est négligeable dans les deux cas. Le résultat de I'analyse des métabolites est reporté
dans la fig. 33.

Ces résultats confirment bien ceux obtenus dans les paragraphes 2.1.2. et 2.2.1. En
effet, l'acétate s'accumule sans étre utilisé dans le cas des margines brutes, alors qu'il est
rapidement consommé dans le cas des margines fermentées par A. niger. Cependant, la
production de méthane et la consommation des AGV sont plus rapides que lors des expériences
du paragraphe 2.1.2. Ceci peut essentiellement s'expliquer par le fait que l'inoculum utilisé
dans ces derniéres expériences a déja été acclimaté sur margines. Ceci montre bien l'intérét de
l'acclimatation des inoculums pour la dégradation des composés aromatiques comme l'ont
signalé Healy et Young (1978).
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Figure 32: Cinétique de production de méthane a partir des margines brutes (a) et des
margines fermentées par A. niger (b) a différentes agitations.
(m), 0 tr/min; (O), 50 tr/min; (A), 200 tr/min.

L'effet de l'accroissement de la vitesse d'agitation sur I'augmentation de la cinétique
de production d'acétate est frés net dans le cas des margines brutes. Ceci peut s'expliquer de la
fagon suivante:

- d'une part par le fait que I'agitation améliore le transfert de matiére qui

favorise le développement des bactéries fermentatives a croissance rapide;
d'autre part parce que ['agitation augmente l'inhibition des bactéries

méthanogénes et provoque I'accumulation d'acétate.



90

a : 200
tr/min

AGY (g/1)

AGY (g/1)

¥
0 1 2 3 4 5

AGY (g/1)

AGY (g/1)

AGV (g/1)

AGY (g/1)

0 1 2 3 4
Temps (j)

0 —T T ' T r T v 1
S 0 1 2 3 4 5
Temps (j)

Figure 33: Formation d'éthanol (A), d'acétate (A), de propionate () et de butyrate (W) a

partir des margines brutes (a) et des margines fermentées par A. niger (b) a différentes

agitations.
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L'augmentation de l'inhibition des bactéries méthanogénes par l'agitation en
présence de composés toxiques comme les composes phénoliques et les huiles, peut s'expliquer
par le fait que l'agitation:

- met en suspension-les composés phénoliques qui ont tendance & précipiter en

présence de certains composés protidiques et minéraux;

- met en suspension les huiles qui forment un voile & la surface du liquide;

- rompt les biofilms et les granules formés qui sont susceptibles de mieux

résister aux composés toxiques que les cellules libres;

- améliore Ia cinétique d'acidification par rapport & la méthanisation, ce qui rompt

I'équilibre et accentue l'inhibition des bactéries méthanogénes aussi bien par les
acides que par les composés phénoliques.

Ces résultats concernant l'agitation peuvent expliquer certaines constatations déja
citées dans la littérature et aboutir & de nouvelles stratégies de choix de procédé pour le
traitement des margines. En effet :

- il a été déja mentionné par Boari et al. (1984) que les performances du procédé
contact anaérobie sont trés dépendantes de la vitesse d'agitation; '

- l'agitation qui améliore la cinétique de production des AGV, peut étre exploitée
dans I'étape d'acidogénése dans un procédé avec séparation de phases. Les margines acidifiées se
sont en effet avérées moins toxiques que les margines brutes;

- les réacteurs a lit fixé ou la turbulence est limitée (Hall, 1982; Switzenbaum,
1983) et les boues fixées semblent les mieux adaptés pour la biométhanisation des margines
(Rozzi et al., 1989);

- en ce qui concerne la méthanisation des margines fermentées par A. niger , la
production de méthane est légérement améliorée par l'agitation. Pour cela, nous avons
comparé les procédés du filtre anaérobie et contact anaérobie dans le but de choisir le digesteur

le mieux adapté (cf Chapitre 4 ).

2.2.3. Effet de l'addition d'un consortium bactérien isolé du tractus

de termites sur la méthanisation des margines Bou-Ghrara.

Les travaux de Brauman (1989) ont montré que les bactéries ou les consortiums
isolés a partir du tractus digestif de termites humivores, sont capables de dégrader certains
composés aromatiques, en particulier I'acide p-hydroxybenzoique et l'acide syringique. Or, les
margines contiennent beaucoup d'acides phénoliques dont l'acide syringique qui est le plus
abondant (Balice et Cera, 1984). Ces acides phénoliques contribuent & l'inhibition des

bactéries méthanogénes et rendent difficile la méthanisation de ces margines (Andreoni et al.,
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1986). Ces considérations nous ont donc amenés a étudier I'effet de I'addition d'un consortium
sur la méthanisation des margines.

Les expériences ont été realisées dans les mémes conditions que celle decrites dans
le paragraphe 2.1.2. Le volume de l'inoculum est le méme dans toutes les expériences et
I'addition du consortium (2 ml) se fait au dépens de I'eau distillée dégazée utilisée pour diluer

les margines.

Dans un premier temps, nous avons comparé l'effet de l'addition du consortium sur
la méthanisation des margines brutes et des margines fermentées par A. niger. La fig. 34
montre que I'amélioration de la méthanisation des margines brutes n'est pas nette. Cependant,
la formation de méthane a partir des margines préfermentées a été améliorée d'environ 50 %.
Ceci peut s'expliquer par le fait que le prétraitement a éliminé des composés toxiques aussi
bien pour les bactéries méthanogénes que pour les bactéries du consortium.
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Figure 34: Production de méthane a partir des margines brutes (a) et des margines fermentées
par A. niger (b) a différentes concentrations en DCO en I'absence (@) et en présence du
consortium (g3).
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Dans un second temps, nous avons étudié avec plus de détail la méthanisation des
margines préfermentées par A. niger, avec une charge de 20 g/l de DCO, en présence et en
absence du consortium.

La production de méthane confirme les expériences précédentes et montre une
amélioration de prés de 50 %. Les cinétiques de production de méthane et de consommation
d'acétate (fig. 35) ont été plus rapides dans le cas de cultures inoculées avec le consortium.
Ceci peut s'expliquer par le fait que les bactéries du consortium ont :

- amélioré |'étape acétogéne par l'utilisation de certains composés que l'inoculum
seul n'était pas capable de dégrader;

- amélioré la cinétique d'utilisation de l'acétate aprés dégradation de certains

composés, essentiellement phénoliques, qui limitaient I'activité des bactéries méthanogénes.
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Figure 35: production d'acétate (A) et du méthane () & partir des margines fermentées par
A.niger en absence (a) et en présence du consortium (b).
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Si dans le cas des cultures sans le consortium, l'acétate n'est détecté que sous forme
de traces apreés le 15éme jour d'incubation, par contre, dans le cas des cultures avec le
consortium, I'acétate est reformé a partir du 108M€ jour. Ceci démontre qu'un second groupe
de produits a été transformé par le consortium en acétate, substrat directement utilisable par
les bactéries méthanogénes. |

Ces résultats montrent bien l'importance de I'acclimatation de !'inoculum et la
possibilité d'un dopage par des bactéries performantes pour améliorer sa capacité dégradative
de composés récaicitrants.

2.3. Conclusion

Les margines brutes ne peuvent étre méthanisées qu'aprés leur dilution. Nous
avons en effet, constaté que lors des essais de méthanisation des margines brutes, certains
composés essentiellement de type polyphénols, s'accumulaient et inhibaient I'inoculum.

Le prétraitement des margines par A. niger est donc une alternative pour diminuer
la toxicité des margines et augmenter les rendements en méthane. En outre, cette fermentation
aérobie peut produire une biomasse plus ou moins riche en protéines. Nous allons donc étudier
ce prétraitement en détail pour pouvoir le réaliser dans les meilleures conditions et voir quel
groupe de composés phénoliques est dégradé par A. niger, en diminuant ainsi l'inhibition de la

méthanogénése et en augmentant la biodégradabilité des margines.
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3. Prétraitement aérobie des margines
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La réalisation de cette étape de prétraitement des margines par A. niger nécessite :

- le choix d'une souche capable de dégrader le plus grand nombre de composés
inhibiteurs de la méthanisation, avec une bonne réduction de la DCO et de bons
rendements en biomasse;

- l'optimisation de la croissance d'A. niger sur margines;

- la conception d'un réacteur qui est a la fois adapté aux margines et a la croissance
d'A. niger.

3.1, S . { sélection d he d'A. ni

La souche a sélectionner doit réaliser un prétraitement efficace dans des conditions
faciles et économiques. Pour cela, nous avons pris en considération la sporulation, la
croissance sur margines et la dégradation des composés phénoliques.

3.1.1. Screening des souches d'A. niger

Cette recherche a été basée sur I'étude de la croissance des différentes souches d'A.
niger sur des margines complémentées avec 8 g/l de sulfate d'ammonium et 18 g/l de gélose et
stérilisées a 120°C pendant 20 min, puis réparties dans des boites de Pétri. Ces boites ont été
inoculées par 0,1 ml d'une suspension de 107 spores/mi environ de chaque champignon a
tester. Chaque souche a été cultivée sur 5 boites pour vérifier la reproductibilité des
résultats.

Apres incubation de 3 a 6 j, nous avons regardé I'état de la sporulation et la couleur
des boites. Toutes les spores ont été collectées aprés une semaine d'incubation, avec 50 m!
d'eau distillée stérile par boite a 0,01 % de tween 80.

La densité de sporulation est déterminée en divisant le nombre total de spores
récupérées dans les 50 ml, par la surface de la boite (spores/cm2). La transformation de la
couleur de la margine gélosée du noir au brun clair est un signe de dégradation ou d'hydrolyse
de certains pigments des margines.

Sur la cinquantaine de souches testées, Seules celles qui ont bien sporuié et qui ont
modifié la couleur des margines gélosées du noir au brun, sont reportées dans le tableau 19.

Les meilleures densités obtenues ont été de I'ordre de 108 spores/cm? en 5 jours
avec les souches E7, E9, F11, F25, F37, F38, F52, M1, M2, M6 et MB. Les champignons dont
la sporul.ation a été rapide sont E9, F38, M1, M2 et V12, La cinétique et la densité de

sporulation sont des paramétres importants pour la production de spores. L'intérét de I'étude



97
de la sporulation réside dans le fait que les margines a traiter sont ensemencées par des spores.
Par exemple, l'inoculation d'un litre de margines de 200 g/| de DCO & raison de 107 spores

par g de DCO nécessite aux alentours de 10 cm?2 de culture en surface pendant cinq jours.

Tableau 19: Cinétique et densité de sporulation de plusieurs souches d'A. niger étudiées.

Ne° souche Origine Cinétique Densité (Spores/cm2) Brunissement
A10 ORSTOM 6-7 j 5.6 107 +
c23 ORSTOM 7-8 j 2.2 107 +
c28 ORSTOM 6-7 | 1.7 107 +
E1 Huiles 7-8 j 8.9 107 -
E5 Farine 56 | 7 107 -
E7 ~ Sol " 6-7 j 1.1 108 -
ES Sable 6-7 j 1 108 -
F11  UTC-France 6-7 | - 1.32 108 +
F25 Inst-Pasteur (Paris) 6-7 j 1.4 108 +
F37 Margine 7-8 j 1.22 108 +
F38 Margine 56 | 1.14 108 +
F52 Soja 6-7 | 5.6 107 +
M1 Grignons 56 | 3.5 107 +
M2 Margine 56 j 1.5 108 +
M3 Grignons 7-8 | 5.2 108 -
M6 Grignons 6-7 | 1.7 108 +
MB Margine 6-7 | 7.8 107 +
V12 ORSTOM 56 | 3 107 -

3.1.2. Sélection d'une souche d'A. niger adaptée a la croissance sur

margines

Afin de réaliser une seconde sélection, toutes les souches précédemment retenues
ont été cultivées sur 100 ml de margines a 172,4 g/l de DCO complémentées avec 10 g/l de
sulfate d'ammonium, en erlen de 1 |. Les cultures ont été mises en incubation pendant 72 h a
35°C sur une table d'agitation. Le poids sec (mycélium et pulpes d'olives) et les protéines
formées ont été déterminés a partir de 20 ml de culture filtrée sur un tissu de Tergal.

L'abattement de la DCO a été calcule a partir des margines brutes et des margines fermentées et
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filtrées. Les résultats obtenus pour les difféerentes souches sont reportés dans le tableau 20.
lls ont surtout une valeur comparative et peuvent varier d'une margine a l'autre suivant leur
état de fraicheur (concentration en sucres) et la concentration en pulpes d'olives en
suspension. Le mycélium produit donne un gateau trés facilement filtrable, dont le pourcentage
en protéines peut atteindre 30 %.

Tableau 20: Biomasse, pourcentage en protéines et abattement de DCO obtenus aprés la
fermentation des margines par différentes souches d'A. niger.

Souche Biomasse (g/l) Protéines (%) ADCO (%)
A10 55.1 21.2 57 .4
ca3 57.7 19.3 42.2
c28 56.7 .  37.8
E7 43.8 20.9 53.1
E9 "54.8 18.4 52.8
F11 57.4 19.5 58.1
F25 48.2 19.3 51.4
F38 ' 57.5 22.2 58.7
MB 52.6 20.1 57.7
V12 59.6 13.8 46.3

Les souches qui ont donné les meilleures performances sur margines en milieu
liquide, ont été testées sur quelques acides phénoliques identifiés dans les margines (Balice et
Cera, 1984; Cichelli et Solinas, 1984). Les absorbances résiduelles des différents acides
phénoliques incubés séparément en présence des souches d'A. niger, sont reportées sur la fig.
36.

La souche F38 qui a été isolée sur margines semble la meilleure; elle est capable de
dégrader tous les acides phénoliques testés. Les souches F11, V12, et C23 sont également
intéressantes.
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Figure 36: Absorbance résiduelle des acides phénoliques aprés leur incubation en présence des

souches d'A. niger.

Les chromatogrammes des monomeéres phénoliques obtenus par CPG avant et aprés
fermentation des margines par la souche d'A. niger F38, montrent la disparition de plusieurs
composés ainsi que l'apparition d'autres produits (fig. 37) provenant de la bioconversion de
certains monomeéres déja existants dans les margines, et (ou) de I'hydrolyse de certains
polymeres. En outre, la chitine des parois d'A. niger connue par ses capacités a fixer les

composés phénoliques (Seng, 1988), peut contribuer & leur élimination des margines.

La souche d'A. niger F38 qui a été isolée des margines semble étre plus
intéressante que les autres souches pour ce prétraitement. Toutefois, il est a remarquer que
cette souche particuliére a été retenue pour des raisons pratiques mais que d'autres souches
testées auraient également pu étre utilisées comme F11 et A10 et P. chrysosporium. En effet,
lors d'une étude préliminaire, nous avons constaté que P. chrysosporium est plus apte a
décolorer les margines que la souche F38. Perez et al. (1987) ont également montré qu'une
culture de 35 j de P. chrysosporium décolorait les margines avec production de nombreux
composés phénoliques. Cependant, ce basidiomycéte présente des difficultés & sporuler et a
germer sur margines. En outre, P. chrysosporium qui est trés difficile & cultiver n'a pas
encore été utilisé a une échelle industrielle.
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Figure 37: Chromatogrammes des monomeéres phénoliques de deux margines différentes avant
(A,B) et aprés 72 h de fermentation par A. niger F38 (A', B').
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3.2. Optimisation de la fermentation des margines par A. niger

Afin d'optimiser cette fermentation, la recherche des facteurs influengant la

croissance d'A. niger F38 s'est révélée indispensabie.

3.2.1. Sélection des facteurs influengant la bioconversion des

margines par A. niger

Durant ces expériences, les margines ont été stérilisées pour favoriser le seul
développement du champignon. Pour évaluer V'effet de différents sels susceptibles d'étre
ajoutés pour améliorer la croissance du champignon sur margines, une étude basée sur le plan
expérimental de type matrice d'Hadamard a été réalisée (tableau 14). Les résultats des 12
expériences correspondantes sont rapportés dans le tableau 21.

La comparaison des différents ccefficients calculés et correspondant aux différents
sels, est rapportée dans le tableau 22. Six facteurs au moins ont une influence positive

simultanée sur la production de biomasse et de protéines et sur I'élimination de la DCO.

Tableau 21: Résultats experimentaux issus du plan expérimental matriciel

Expérience N° Biomasse (g/l) Protéines (g/l) ADCO (%)
1 17 2,1 23,6
2 18,4 4.4 42 .4
3 6,1 1,8 18,4
4 13,1 3,8 24,6
5 48,4 14,3 63,7
6 8,1 1,3 16,9
7 27.4 9,3 65,7
8 36,4 7.5 47,9
9 14 .1 5,2 42,2
10 19,2 4.8 60,5
11 17 2,6 22,3

12 2,7 0,9 16,9
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Tableau 22: Coefficients indiquant I'effet des paramatres du milieu sur la production
de biomasse, de protéines et sur I'abattement de la DCO.

N° Facteur - Niveau Coefficients calculés pour ia
réponse en
. + Biomasse Protéines ADCO (%)

1 KH2oPO4 (g/) 0 2 0,675 -0,083 -0,408
2 Extrait de levures (g/l) 0 2 0,708 -0,2 3,108
3 Urée (g9/l) 0 2 1,54 0,683 4,491
4  MgCla (9/l) 0 1 5,57 21 -9,375
5  Inoculum (spores/g DCO) 10° 107 455 1,25 3,291
6 NaCl (g/l) 0 2 340 04 -1,6

7 CaCls (g/)) 0 1 417 -0,533 -2,058
8 NO3NH4 (9/) 0 .4 6,10 2,083 9,708
9 DCO (g 89,25 178,5 3,858 095 -0,825
10 KpSOy4 (g/l) 0 2 433 1,633 11,40
11 MES (¢/1) 2,8 19,4 11,17 2,833 19,20

La source d'azote, la teneur en sulfates, la concentration en DCO des margines, leur
teneur en MES et la taille de I'inoculum sont des parametres importants pour la croissance d'A.
niger sur margines. Cependant, I'ajout de certains sels comme le sodium, le potassium, le
magnésium et le phosphore ou I'extrait de levures n'est pas indispensable pour la croissance du
champignon.
Ces facteurs importants ont été étudiés séparément pour déterminer l'optimum de la.

croissance du champignon sur margines.

3.2.2. Optimisation des facteurs influengant la bioconversion des

margines par A. niger
3.2.2.1. Influence de la taille de l'inoculum
La fig. 38 illustre I'effet du nombre de spores sur la croissance d'A. niger F38; les

meilleurs cinétiques ont été obtenues avec des inoculums de I'ordre de 107 spores/g DCO. A

109 spores/ g de DCO, la croissance est. plus rapide au départ mais s'arréte aussitét; les
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pelotes formées sont plus nombreuses mais plus petites. En effet, d'aprés le modele
approximatif de Smith et Greenshields (1974), la formation d'une pelote correspond a un
ensemencement de 3 103 spores. La taille de l'inoculum contréle ainsi la croissance du

champignon en modifiant ila morphologie du mycélium et le transfert d'oxygéne.

30

201

Biomasse (g/1)

10 5

Temps (h)

Figure 38 : influence du nombre de spores sur la croissance d'A. niger sur margines.
(@): 5104, (0): 5109, (A): 5105, (A): 5107, (m): 5 109,

3.2.2.2. Effet de la concentration de sulfate et d'azote

Ces expériences ont été réalisées avec des margines contenant 67 g/l de DCO & des
concentrations croissantes de sulfate d‘ammonium: 1,25; 2,5; 5 et 7,5 g/l correspondant
respectivement aux expériences A, B, C et D (fig. 39).

La biomasse produite et la DCO éliminée augmentent lorsque la concentration en
sulfate d'ammonium augmente. Le sulfate d'ammonium peut étre considéré comme source
d'azote (1 g de sulfate d'ammonium / 9 g de DCO). Cependant, Les dosages d'azote minéral et de
sulfates ont montré qu'aprés fermentation (expériences A, B, C et D), les sulfates restent en
excés. Dans l'expérience D ou l'azote n'est pas limitant, les sulfates residuels sont de l'ordre de
5 g/l
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Figure 39: Effet de la concentration en azote et sulfate sur la production de biomasse,

I'abattement de la DCO (a) et les sels résiduels (b).

Ce résultat montre que la concentration en sulfates résiduels est supérieure a celle
de l'azote et I'optimum de croissance intervient pour un rapport DCO éliminé: N: SO42' égal a
100 : 3 : 1,5. Le rapport DCO/N qui semble étre inférieur a la normale, peut s'expliquer par

le fait qu'une bonne fraction de la DCO est simplement modifiée ou fixée sur le mycélium sans

étre transformée en bio_masse.
3.3.2.3. Effet de la nature de la source d'azote

Pour éviter I'excés en sulfate qui favorise la production d'H>S au dépens du

méthane dans |'étape ultérieure de méthanisation, d'autres formes de source d'azote ont été
testées. Nous avons choisi de mélanger du sulfate d'ammonium et de l'urée ou du sulfate

d'ammonium et du nitrate d'ammonium pour réaliser notre comparaison:
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- sulfate d'ammonium a 10 g/I
-ou 2 g/l de .sulfate d'ammonium et 5,7 g/l de nitrate d'ammonium
-ou 2 g/l de sulfate dammonium et de 3,6 g/l d'urée.

Les résultats obtenus montrent que I'abattement de la DCO et la quantité de biomasse
produite sont pratiquement identiques avec du sulfate dammonium ou un mélange de sulfate et
de nitrate (fig. 40). Ce mélange a donc été retenu pour la suite de nos expériences.

Le mycelium obtenu avec cette combinaison entre sulfate d'ammonium et nitrate d'ammonium
se présente sous la forme' de pelotes plus fragiles que celles obtenues avec-ie sulfate
d'ammonium seul. En effet, Joung et Blaskovitz (1984) ont observé que le nitrate d'ammonium

favorisait la ramification d'A. niger.

Biomasse (g/1)

0 20 40 60 .
Temps (h)

Figure 40 : Influence de la nature de la source d'azote sur la croissance d'A. niger sur

margines. (B ): Sulfate d'ammonium, (0O ): Sulfate d'ammonium + Nitrate d'ammonium,

(a): Sulfate d'ammonium + Urée.

3.3.2.4. Effet de la concentration des margines

Nous avons effectué une étude de la croissance d'A. niger sur des margines a 167
g/l , 109 g/l et 63 g/l de DCO. Les résuitats obtenus (fig. 41) montrent que I'augmentation de
la DCO n'inhibe pas la croissance de ce champignon.
La variation de la concentration de DCO modifie la cinétique de croissance et les rendements en
biomasse. Lorsque la DCO augmente, le champignon croit plus vite mais l'arrét de la croissance
est plus précoce. A faible concentration en DCO, les pelotes sont moins nombreuses mais plus

rigides qu'a forte concentration en DCO.
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Figure 41 : Effet de la concentration en DCO sur la croissance d'A. niger sur margines.
(0): 63 g/l, (A): 109 g/l, (A}: 167 g/l.

.3. Fermentation margin r j n_fermen r

3.1.1. Comparaison entre la croissance d’'A. niger sur margines en

erlenmeyer et en fermenteur agité

Le fermenteur utilisé est décrit dans le chapitre matériel et méthodes; la
fermentation a été réalisée avec 2 | de margines a 154 g/| de DCO additionnées de 4 g/l de
sulfate d'ammonium et 6 g/I de nitrate d'ammonium . Le pH n'est pas contrlé car les margines
ont un fort pouvoir tampon autour de pH 4,5. Ces margines ont été inoculées par 109 spores/|
d'A. niger A10.

Ces mémes margines ont été fermentées en erlenmeyers de 500 ml contenant 50 ml
de substrat et placés sur une table d'agitation rotative & 150 tr/min.

Durant ces expériences, nous avons constaté que la germination des spores est plus
précoce dans le cas de la fermentation en erlen. La germination des spores en fermenteur est
perturbée par leur concentration dans la mousse qui se forme en abondance; I'addition
d'antimousse (silicone) est nécessaire et qui peut modifier le taux et la cinétique de
germination des spores.

En erlenmeyer, le champignon se développe sous la forme de pelotes dont le
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diametre généralement irrégulier, peut atteindre 5 mm. La biomasse obtenue en fin de
fermentation est de l'ordre de 55 g/l de matiére séche. Elle est essentiellement constituée par
le mycélium qui enrobe des particules correspondant aux pulpes d'olives. Le pourcentage en
protéines de cette biomasse obtenue varie entre 11,5 et 23 % et dépend de la composition des
margihes et du temps de fermentation. En fermenteur, le mycelium croit normalement pendant
15 h. Ensuite, tout le mycelium formé adhére sur les parois du fermenteur et sur le systeme
d'agitation qui se bloque parfois.

Les cinétiques de consommation du glucose et des sucres réducteurs et de la
production de protéines en erlen et en fermenteur sont différentes (fig. 42).

Concentration (g/1)

Temps (h)

20

Concentration (g/1)

Temps (h)

Figure 42: Evolution du glucose (), des sucres réducteurs (B) et des protéines (A) pendant

la fermentation des margines par A. niger en erlenmeyer (a) et en fermenteur agité (b).
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L'augmentation de la concentration en glucose en erlenmeyer peut s'expliquer d'une
pant, par I'hydrolyse enzymatique de certains composés comme la cellulose, la pectine et les
tanins et d'autre part, par le faible transfert d'oxygéne qui limite la croissance du champignon.
Si en fermenteur, la consommation du glucose est plus rapide qu'en erlenmeyer, les sucres
réducteurs sont accumulés en fin de fermentation & cause de I'endommagement du mycelium et
la formation d'un biofilm trés épais. Les abattements de la DCO, aprés élimination de la
biomasse par filtration, ont été de 52,5 % en fermenteur et 61,6 % en erlenmeyer.

L'analyse des composés phénoliques par la méthode de Balice et ai- (1988) a
montré qu'en plus de I'élimination des composés phénoliques simples (55,4 %), les tanins
hydrolysables ont été réduits de 72,5 %. Le méthanol qui est un composé issu de la dégradation
des pectines (Wood et Siddiqui, 1971), a été détecté en erlenmeyer (0,55 g/l) et en
fermenteur (0,47 g/l). Les acides organiques et les polyols caractéristiques du métabolisme
d'A. niger n'ont pas été détermines au cours de la fermentation.

Ces expériences ont donc montré que :

- Le fermenteur agité, tout en permettant une meilleure aération qu'en
erlenmeyer, n'est pas adapté a la bioconversion des margines par A. niger. En outre, I'agitation
cisaille le mycelium et la biomasse formée se fixe sur les parois du fermenteur et sur tout le
systéme d'agitation, ce qui rend trés difficile sa récupération.

- L'erlenmeyer n'endommage pas le mycelium et la formation de pelotes facilite ia
récupération de la biomasse par simple filtration. Cependant, la croissance est souvent limitée
d'une part, a cause des concentrations élevées en DCO des margines et d'autre part, par suite de
'anaérobiose qui se crée a l'intérieur des pelotes. En outre, I'erlenmeyer ne peut pas étre
extrapolé a de grandes échelles; la conception d'un autre fermenteur mieux adapté a la

coissance d'A. niger sur margines est donc nécessaire.
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3.3.2. Conception d'une colonne a bulles et détermination de ses

performances

La colonne a bulles ou le fermenteur gazosiphon peuvent étre adaptés a ce type de
fermentation en raison de la nature visqueuse des margines et la croissance d'A. niger sous
forme de mycélium. Cependant, la fermentation des margines par A. niger en gazosiphon a
montré que le mycélium a tendance & adhérer sur les parois du cylindre interne du réacteur,
perturbant ainsi la circulation du milieu et la croissance du champignon. La colonne a bulles a
'avantage d'étre simple & concevoir et ne présente pas d'accessoires qui fixeraient le
myceélium, perturberaient sa croissance et rendraient trés difficile sa récupération.

La conception de cette colonne & bulles a été faite selon les données indiquées par
Smith et Greenshields (1974) qui ont montré que la dimension optimum correspondait & un
rapport hauteur sur diameétre égal 2 10 et que la double enveloppe était suffisante pour
évacuer la chaleur de fermentation pour un volume de fermenteur pouvant atteindre 45 m3.

L'étude des performances de la colonne a bulles congue pour cette expérience a été
basée sur 'examen des différents aspects de comportement hydrodynamique. Ainsi la taille des
bulles, la rétention gazeuse, le temps de mélange et le coefficient de transfert d'oxygéne
peuvent étre augmentés ou diminués selon le débit gazeux injecté et la nature du milieu de

fermentation.
3.3.2.1. La retention gazeuse

Le taux de rétention gazeuse peut étre défini comme le rapport entre le volume
occupée par le gaz et le volume total (gaz et milieu liquide) dans le fermenteur; il a été
déterminé globalement & partir du liquide expansé. L'ensemble des résultats obtenus est
regroupé dans deux courbes; la premiére relative au milieu eau distillée-air et la seconde
correspondant aux margines-air (fig. 43-a).

Le taux global de rétention gazeuse est une fonction croissante de la vitessé
ascentionelle de l'air. Le milieu de fermentation (margines et mycélium) conduit a I'obtention
de bulles de gaz de taille inférieure a celles qu'on observe en présence d'eau et d'air; la vitesse
ascentionnelle diminuant, le temps de séjour des bulles augmente ainsi que le volume gazeux

présent dans le milieu.
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Figure 43: Effet de la vitesse ascentionnelle de I'air sur la rétention gazeuse (a), le temps de

mélange (b) et le K[ a (c) dans la colonne & bulles. (A): eau distillée, (m): margines brutes.
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3.3.2.2. Le temps de mélange

Différentes méthodes de mesure sont présentées dans la littérature: méthodes de
coloration, de décoloration, thermometrie, pH-métrie, conductimétrie. Nous avons utilisé la
méthode de pH-métrie & cause de la couleur noire des margines. L'ensemble des résultats est
résumé sur la fig. 43-b oU nous avons exprimé le temps de mélange en fonction de la vitesse
ascentionnelle de l'air. Cette derniére détermine le régime hydrodynamique de I'émulsion
air-liquide. En effet, Smith et Greenshields (1974) ont constaté que le régime passe de I'état
laminaire au turbulent a partir de 5 cm/s. Le temps de mélange minimum est obtenu avec I'eau
distiliée et a forte vitesse ascentionnelle de l'air (au dela de 12 cm/s). Le temps de mélange
diminue quand la vitesse ascentionnelle de I'air diminue. Ce temps de mélange est d'autant plus
grand que la matiere séche des margines augmente. |l dépend aussi du volume liquide et de la
géometrie et de la taille du fermenteur. A titre d’exemple, le temps de mélange dans un
gazosiphon de 1900 | est de I'ordre de 2 min (Euzen, 1980). |

3.3.2.3. Le transfert d'oxygéne

La comparaison entre des conditions opératoires, ou des géométries de réacteur
différentes peut étre faite sur la base des aires interfaciales. Pour cela, nous avons utilisé la
méthode chimique de Cooper et al. (1944). La variation du coefficient de transfert d'oxygéne

(Kpa) en fonction de la vitesse ascentionnelie de l'air en présence d'eau distillée est reportée
sur la fig. 43-c. Ces résuitats montrent que e K| a augmente linéairement avec I'augmentation
de la'vitesse ascentionnelle de I'air. Cependant, du fait de la présence de MS et du mycélium' en
concentrations élevées dans les margines en fermentation, les valeurs de K) a seront plus

faibles que les valeurs obtenues avec de l'eau distillée.

3.3.2.4. Effet des margines sur la pOs

Pour étudier l'effet des margines sur la solubilit¢ de l'oxygéne, nous avons
commencé par fixer I'aération a 20 I/min et la pOo a 100 % avec 2 | d'eau distillée. Ensuite,
nous avons commence a ajouter les margines par portion de 100 ml (en prélevant a chaque fois

100 ml de milieu) pour augmenter la proportion de margines dans le fermenteur sans
modifier le volume liquide (fig. 44).
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Figure 44: Influence de la concentration des margines brutes (J), des margines filtrées (A)

et des margines fermentees par A. niger dans la colonne a bulles (A) et en erlenmeyer (m)

sur la pOap .

La valeur de pOo diminue avec l'augmentation du pourcentage.de margines dans

I'eau distillée, différemment selon que celles-ci sont brutes ou fermentées par A. niger. Ceci
est di essentiellement au fait qu'A. niger a éliminé certains composés qui limitent le transfert
d'oxygéne. Les valeurs de viscosité des margines qui augmentent aprés leur fermentation par
A. niger, ne peuvent pas expliquer ce fait (tableau 24). Par contre, les margines fermentées
par A. niger en colonne a bulles sont plus visqueuses que celles fermentées en erlenmeyer, ce
qui explique la meilleure solubilite de 'oxygéne obtenue avec les margines issues de la culture
en erlenmeyer. En effet, Kim et Lebault (1980) ont constaté que la croissance sous forme de
pelotes donne des viscosités plus faibles que celles obtenues avec une croissance filamenteuse.
La pOs a moins diminué avec les margines filtrées qu'avec les margines brutes, ce qui montre
que la dissolution de l'oxygéne peut étre affectée par la présence des MES. Ces taux de

diminution de pO5 de l'ordre de 60 % par l'addition de margines brutes et de 25 % pour les

margines fermentées, semblent plus élevés que les valeurs prétendues.
3.3.3. Fermentation des margines par A. niger en colonne a bulles

La fermentation a été realisée avec 2 | de margines stériles a 139,4 g/l de DCO et
117, 8 g/l de MS, additionnées de 6 g/l de nitrate d'ammonium et 3 g/l de sulfate d’'ammonium
et inoculées avec 30 ml d'une suspension de spores d'A. niger a 109 spores/I. L'aération a été
fixée a 20 I/min.

L'observation microscopique de la culture montre que la germination des spores
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commence & partir de la 8&me heure (planche 4). Ensuite, les hyphes s'allongent puis se
ramifient rapidement pour donner une suspension filamenteuse sans formation de pelotes car
les margines utilisées sont fraiches et ne contiennent pas de MES. Le suivi de la biomasse
récupérée par filtration sous vide sur un tissu de Tergal, a montré que le mycélium se

développe seulement pendant les premiéres 24 h au dépens du glucose et des sucres réducteurs
comme le montre la fig. 45.
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Figure 45 : Cinétique de consommation du glucose (@) et des sucres réducteurs ) et de la
production de biomasse humide (4) et biomasse séche (4) lors de la fermentation des margines

par A. niger en colonne a bulles.

Le taux de croissance d'A. niger sur ces margines riches en sucres, est de l'ordre de
0,2 h-1. Par contre, avec d'autres margines non fraiches et pauvres en sucres, la croissance

est plus lente (fig. 41) et le taux de croissance peut baisser jusqu'aux alentours de 0,1 h-1.
Les rendements en biomasse par rapport au substrat (Yy,g) et par rapport & l'oxygéne
(Yx/02) pendant la phase de croissance, ont été de 0,33 g de biomasse par g de sucres et
0,624 g de biomasse par g d'oxygéne.

Le resultat de la mesure du pourcentage d'oxygene et de COo dans les gaz de sortie et

de la pression partielle en oxygéne (pO»o) dans le milieu de fermentation est représenté sur la

fig. 46.
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Figure 46 : Evolution de la vitesse d'utilisation de 'oxygéne ({O) et de la pression partielle de

I'oxygéne (A) au cours de la fermentation des margines par A.niger en colonne & bulles.

La vitesse d'utilisation de I'oxygene (OUR) commence & augmenter & partir de la

48Me heyre de fermentation pour dépasser les 100 mM/l.h. au bout de 32 h de cuilture. Puis

cette vitesse commence & diminuer pour se stabiliser a 25 mM/I.h. Cependant, la pOo évolue

inversement a la vitesse d'utilisation de I'oxygéne. Les valeurs minimales de pO> (2 %) sont

atteintes aprés 20 h de fermentation lorsque les vitesses d'utilisation de l'oxygéne dépassent
les 70 mM/I.h. En effet, l'allure de la courbe de la biomasse change (fig. 45) au bout de 20 h
ce qui montre bien que la croissance a été limitée par 'oxygéne. Cette limitation est due non
seulement aux performances de transfert d'oxygéne du réacteur, mais surtout aux
caractéristiques physiques du substrat et a la croissance d'A. niger sous forme de suspension
filamenteuse qui ne sont pas favorables & la dissolution de 'oxygéne (fig. 44). C'est ainsi que la
croissance de Penicillium cyclopium sous forme de suspension filamenteuse affecte plus le
coefficient de transfert d'oxygene que sous forme de pelotes (Kim et Lebault, 1980).

La proportion de I'eau évaporée par rapport au milieu de fermentation a été de
lordre de 10 %. La chaleur maximale produite en se basant sur les corrélations (fig. 6) peut
atteindre 10 Kcal/l. h, lorsque la vitesse d'utilisation de l'oxygéne dépasse 90 mM/L.h. En fin
de fermentation, la DCO a été réduite de 54 %.
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L'analyse des extraits phénoliques par CPG en début et en fin de fermentation, a
montré qu'il y a dégradation des monoméres phénoliques, mais également apparition d'autres
monomeéres en concentrations significatives comme l'acide gallique issu de I'hydrolyse des
tanins (fig. 47).
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Figure 47: Chromatogrammes en phase gazeuse des margines avant (A) et aprés (B)

fermentation par A. niger en colonne a bulles.

Les analyses sur gel de Séphadex G 50 de deux margines différentes fermentées par
A. niger en colonne & bulles, ont montré que les polyméres du premier groupe sont ies plus
dégradés durant ce type de fermentation (fig. 48). Nous avons constaté que ces polyméres son
moins dégradés lorsque les margines sont riches en sucres.

Le bilan matiére de la fermentation des margines Sfax-89 par A. niger en colonne
a bulles durant 72 h, est donné dans le tableau 23.
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Tableau 23: Composition des margines Sfax-89 avant et aprés fermentation en colonne a bulles

par A. niger
Caractéristiques (g/l) Margines Margines fermentées
DCOr 136,4 56,2
DOOs 117,3 48
MS 134 61,3
MES 19,5 4.6
Sucres réducteurs 15,2 54
Glucose 2,4 trace
Nombre de bactéries/ml 8.103 5,4.106
pH 5,54 5,6
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Figure 48: Profil d'élution sur gel de séphadex G 50 des margines Sfax-89 (a), et des
margines huilerie-90 (b), avant (A) et aprés fermentation (A).
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3.3.4. Amélioration de la filtration des margines aprés Ileur
fermentation par A. niger

La croissance d'A. niger sur margines produit un mycélium trés ramifié qui piége
les MES (Planche 5) et améliore la porosité du gateau formé lors de la filtration des margines
fermentées (Planche 6). En outre, il dégrade certains composés comme les pectines, les
mucilages et les huiles qui limitent la cinétique de filtration. La fig. 49 montre I'amélioration

trés nette de la cinétique de filtration des margines fermentées par A. niger pendant 48 h.

filliia

Temps (min)

Filtrat (m1)

0

Figure 49: Cinétique de filtration sous pression atmosphérique des margines fermentées pér A

niger en erlenmeyer.

Lors de la filtration sous pression atmosphérique des margines brutes, seuls 1,5
ml de liquide ont été récupérés en 25 min (fig. 23). Alors qu'avec les margines fermentées par
A. niger, la filtration sous pression atmosphérique a engendré plus de 3 ml de liquide en 1 min
seulement et plusieurs cycles de filtration ont pu étre réalisés sans avoir de problémes de
colmatage (fig. 49).

Cette augmentation du volume du filtrat récupéré jusqu'au quatrieme cycle de
filtration puis sa diminution peuvent s'expliquer par un compromis obtenu entre la pression
provoquée par la hauteur du gateau et du liquide a filtrer d'une part, et les propriétés de
compressibilité du gateau d'autre part. En effet, le gateau obtenu lors de la filtration des
margines brutes est plus compact et moins compressible que celui obtenu par filtration des
margines fermentées par A. niger.

Les neuf cycles de filtration sous pression atmosphérique correspondant a 45 ml de
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margines fermentées, ont donné un gateau imbibé d'eau avec une hauteur de 5 cm et un poids de
7.62 g. La matiére séche de ce gateau est de 9,65 %. I'application d'une filtration sous vide a
réduit sa hauteur a 1,8 cm et son poids & 3,41 g et a augmenté sa matiére séche a 20,5 %. Le
mycélium et [es MES humides contenus dans ces margines fermentées sont de l'ordre de 75 g/l.
L'application du vide a la filtration des margines fermentées a réduit 10 fois le temps de
filtration obtenu sous pression atmosphérique (fig. 49 et 50).

Filtrat (m1)

Temps (min)

Figure 50: Cinétique de filtration sous vide des margines fermentées par A. niger en

erlenmeyer.

La totalité du liquide a été trés rapidement récupérée et trois cycles de filtration
ont pu étre etfectués en moins d'une minute. La cinétique de filtration des margines fermentées
par A. niger n'est affectée qu'au bout du 68M€ cycle; elle dépend du temps de fermentation et
des conditions de cultures qui déterminent la physiologie de la croissance du champignon. Si
par exemple, le temps de filtration est défini comme étant le temps nécessaire pour récupérer
la moitié du volume de I'échantillon a filtrer, ce temps de filtration varie avec le temps de
fermentation et selon que la culture d'A. niger est réalisée en colonne A bulles ou en
erlenmeyer (fig. 51).

La meilleure cinétique de filtration obtenue avec les margines fermentées en
colonnes & bulles pendant 24 h peut s'expliquer par une meilleure croissance d'A. niger en
fermenteur par rapport a l'erlenmeyer. Cependant au dela de 24 h de fermentation, la

cinétique de filtration devient meilleure pour les margines fermentées en erlenmeyer.
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Figure 51: Influence du temps de fermentation des margines par A. niger

en erienmeyer (M) et en colonne a bulles (O), sur la cinétique de filtration.

Ceci peut s'expliquer par le fait que ce champignon pousse sous forme de pelotes en
erlenmeyer et sous forme de suspension filamenteuse en colonne & bulles; la forme en pelotes
donne une suspension moins visqueuse (tableau 24) et un gateau plus poreux, donc plus
favorable & la filtration.

Tableau 24: Viscosités des margines en fonction de leur état physico-chimique.

Caractéristiques DCO(g/) MS(g/) MES(g/ll) Viscosité” (mPa.s 1)
Margines brutes 123.7 124.6 45 7.2

Margines brutes filtrees 126.3 128.1 nd 2.64

Margines brutes centrifugées 106.7 107.6 nd 1.92

Margines fermentees en colonne nd 118.5 227 38.4

Margines fermentées en erlen nd 118.5 22.7 31.2

Margines fermentées filtrées 64.6 63.8 nd 2.64

nd : non déterminé. * : Viscosité mesurée a une contrainte de cisaillement de 1 s1.
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3.4. Conclysions

La fermentation des margines complémentées en sulfate et en azote, par A. niger
F38 dans une colonne & bulles, a permis d'obtenir une réduction de la DCO d'environ 55 %,
avec une amélioration de leur filtration et une dégradation des composés phénoliques de nature
tanique et monomérique. La toxicité des margines est due essentiellement aux composés
phénoliques correspondant aux tanins, aux anthocyanes et aux monomeéres aromatiques,
puisque leur réduction par A. niger a permis une meilleure croissance des bactéries aérobies
et une meilleure méthanisation. Les composés phénoliques responsables de la coloration noire
sont trés peu dégradés par A. niger, et semblent étre peu toxiques.
Dans le chapitre suivant, nous allons étudier le traitement des margines fermentées par A.
niger par voie anaérobie ou (et) aérobie, dans le but de compléter la dégradation des composés

résiduels des margines et ceux issus du métabolisme d'A. niger.
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4. Traitement des margines préfermentées

par A. niger
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Le filtrat de fermentation par A. niger F38 des margines Sfax - 89 en colonne &

bulles (tableau 23) a été traité par trois voies différentes dans le but de choisir la meilieure
solution:
- par voie anaérobie (méthanisation),
- par voie aérobie (boues activées),
- en couplant la voie anaérobie et la voie aérobie (filtre anaérobie suivi d'un
traitement par boues activées).

Sachant que les margines contiennent des produits inhibiteurs de la méthanisation,
nous avons essayé de travailler dans des conditions qui minimisent les phénomeénes d'inhibition
en utilisant:

- des réacteurs pistons et a film fixé, le filire anaérobie (Khan et al., 1981},

- un mode d'alimentation ascendant parce qu'il permet des temps de démarrage plus
éourts, de meilleures efficacités épuratoires et des rendements en méthane plus élevés que
pour le mode descendant (Weiland et Wulfert, 1987);

- une alimentation en cascade par des programmateurs.

+.1. Méthanisati I i o Y

Nous avons commencé par étudier l'effet de la nature du support sur les
performances du filtre anaérobie. Ensuite, le filtre anaérobie garni du support choisi a été

comparé a un réacteur de type contact anaérobie.

4.1.1. Effet de la nature du support sur les performances du filtre

anaérobie

Un filtre anaérobie a support en vrac et un filtre anaérobie a support orienté
fonctionnant en paralléle (fig. 17) ont été alimentés en cascades par les margines GARD
diluées, additionnées d'urée et de chaux pour corriger respectivement le rapport DCO : N et le
pH. Le temps de séjour hydraulique (TRH) a été maintenu constant aux alentours de 7 a 9 j et
l'augmentation de la charge a été réalisée par la préparation de concentration croissantes de
margines.

Les charges volumiques ont été calculées sur le volume total du réacteur sans tenir
compte du volume occupé par le support. Durant notre étude, nous avons alimenté les deux
filtres avec des charges croissantes en vue d'atteindre la charge maximale. Le passage d'une
charge a une charge supérieure s'effectue aprés stabilisation de Ia productivité en biogaz. En
pratique, la durée nécessaire a cette stabilisation est de I'ordre de 3 fois le TRH appliqué. Dans
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notre cas, le maintien du fonctionnement du réacteur a une charge donnée a duré, en général, 3
a 4 semaines.

Théoriquement, le filtre anaérobie a support en vrac, constitué de 400 g d'argile,
fournit une surface globale de 80 000 m2 alors que le filtre anaérobie a support oriente,
garni de 60 g de plasdeck B 27, ne fournit que 0,2 m2 de surface globale. Cependant, les
surfaces pratiquement disponibles pour I'adhésion des bactéries sont trés inférieures, en
particulier, pour le support en vrac.

La fig. 52 montre que la productivité journaliere en biogaz s'est nettement
améliorée avec l'augmentation de la charge volumique, mais seulement dans le cas du filtre
anaérobie a support d'argile.
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Figure 52: Variation de la charge volumique (a) et des productivités journaliéres en biogaz
(b) dans le filtre anaérobie a support d'argile (A) et dans le filtre anaérobie & support
de PVC (4A).

En effet, la fixation de la bior_nasse bactérienne est moins efficace dans le filtre
anaérobie garni de PVC, comme le montre la perte en MVS dans l'effluent (fig. 53). Cette méme
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figure montre que I'abattement de la DCO et le pourcentage en méthane sont meilleurs dans le
cas du filtre anaérobie & support en vrac. En outre, procédé a montré une stabilité de

fonctionnement meilleure que celle du filtre anaérobie a support orienté.
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Figure 53: Effet de la charge volumique sur la concentration en MVS dans les effluents (a), le
pourcentage en méthane dans le biogaz (b) et I'abattement de la DCO (c) dans le filtre
anaérobie a support d'argile (A) et dans le filtre anaérobie a support de PVC (A).
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La teneur en AGV exprimés en équivalents. acétate était de 0,5 g/l dans le filtre
anaérobie a support en vrac et 0,6 g/l dans le filtre anaérobie a support orienté. Cette
expérience nous a montré que la faible porosité des argiles favorise le démarrage du filtre
anaérobie. Cependant, au cours de la montée en charge, il y a eu par deux fois colmatage du
filtre anaérobie a support d'argile. Pour cette raison, nous avons utilisé comme support pour
la suite de notre étude, des fragments de gaine électrique plastique qui présente des
caractéristiques intermédiaires entre les deux supports testés.

4.1.2. Comparaison entre filtre anaérobie et contact anaérobie

Bien que le filtre anaérobie ait montré une meilleure efficacité pour la
méthanisation des margines brutes (Rozzi et al., 1989), nous avons voulu le comparer avec le
procédé du contact anaérobie parce que ['agitation avait augmenté la cinétique de production du
méthane a partir des margines fermentées par A. niger -(fig. 30).

Un filtre anaérobie garni de 750 g de fragments de gaine électrique et un contact
anaérobie (fig. 16) ont été alimentés en cascades avec les mémes margines Bou-Ghrara
préfermentées par A. niger (30 g/l de DCO et pH 7,5 ) avec des débits respectifs de 0,21 et
4,16 ml/min. Les pompes ont fonctionné toutes les 4 h pendant 20 min pour donner un TRH de
15 j. Les charges volumiques ont été d'environ 2 g DCOIL. j.

Les productivités en biogaz obtenues pour ces deux digesteurs montrent que leur
efficacité est différente (fig. 54).

Pg (1/1. j)

Fligure 54: Productivités journaliéres en biogaz du filtre anaérobie (A) et du contact
anaérobie (D).
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Durant les dix premiers jours, les productivités en biogaz ont diminué alors que la
concentration en AGV augmentait par suite de I'augmentation de la charge volumique de 1 g/l.j
(dans I'étape d'acclimatation) a 2 g/l.j. Par la suite, la croissance des bactéries méthanogeénes
a rétabli I'équilibre correspondant a I'état stationnaire et la concentration en AGV est
retombée & son niveau normal (fig. 55). L'étape qui précéde I'état stationnaire cor'respond aun
état transitdire dont la durée détermine la vitesse de démarrage du procédé. Le contact
anaérobie a atteint son état stationnaire au bout de 15 j alors que le filtre anaérobie ne
I'atteignait qu'aprés 30 j. Ce temps plus court de I'étape transitoire dans le contact anaérobie
peut s'expliquer par le fait que la croissance bactérienne est plus rapide en réacteur a cellules
libres (contact anaérobie) qu'en réacteur a film fixé (Van Den Berg et al, 1980). Cependant,
I'état stationnaire du filtre anaérobie est trés stable comparé a celui du contact anaérobie dans
lequel il y a eu plusieurs fluctuations. Le rétablissement d'un fonctionnement correct est trés
rapide dans le cas du filtre anaérobie qui a montré une meilleure stabilité face aux fluctuations
de charge et aux entrées d'air. En effet, au 408Me jour les deux digesteurs ont regu 0,3 |
d'air/l de réacteur durant 40 min; le filtre anaérobie a maintenu ses performance, alors que
dans le contact anaérobie, les productivités en biogaz ont diminué et la concentration en AGV a
augmenté (fig. 55).

Le biogaz produit par le filtre anaérobie contient plus de méthane et moins
d'hydrogéne que celui produit par le contact anaérobie. La faible pression en hydrogéne est en
faveur de la dégradation syntrophique des alcools (Bryant et al., 1967), des acides gras
(Mclnerney et al., 1981) et des composés aromatiques (Mountfort et Bryant, 1982).
L'analyse des AGV des deux réacteurs (fig. 55) montre que le filtre anaérobie, contrairement
au contact anaérobie qui est infiniment mélangé, se comporte comme un réacteur piston
puisqu‘un gradient de concentrations d'’AGV s'établit entre I'entrée et la sortie du réacteur.
Cependant, le filtre anaérobie se rapproche du réacteur infiniment mélangé lorsque la
production en biogaz devient forte (Hall, 1982). L'effluent issu du filtre anaérobie contient
moins d'’AGV que celui issu du contact anaérobie, ce qui implique des abattements de DCO
meilleurs dans le filtre anaérobie (fig. 56-d).

Le biogaz du filtre anaérobie est plus riche en méthane et plus pauvre en hydrogéne
que celui produit par le contact anaérobie (fig. 56 a-b). Les meilleures performances
obtenues par le filtre anaérobie peuvent s'expliquer par la fixation et le piégeage des boues
dans les interstices du support qui augmentent ainsi leur concentration au sein du réacteur et
atténuent l'inhibition des bactéries méthanogénes (Parkin et Speece, 1983; Khan et al.,
1981). En effet, la mesure des matiéres volatiles dans l'effluent des deux réacteurs a montré
que la biomasse s'échappant du contact anaérobie est plus importante que celle issue du filtre
anaérobie (fig. 56-c). ’



127

5
. b
3
2
1
0 ot
0 20 40 60 80
5
4 [+
R
§ 2
;
0
0 20 40 60 80
5
4
3 d
2
1
0 . .
0 20 40 60 80

Figure 55: Accumulation d'acétate { A ), propionate ( A) et butyrate {00) dans les niveaux a, b,
c et dans l'effluent du filtre anaérobie (d), et dans l'effluent du contact anaérobie (e).
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Figure 56: Evolution du pourcentage en méthane (a) et en hydrogéne (b) dans le biogaz, de la
concentration des MV dans l'effluent (c) et de I'abattement de la DCO (d) dans le filtre

anaérobie (A) et dans le contact anaérobie (C1).
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Les rendements en méthane (I de méthane par g de DCO éliminée) calculés sur la
base des données expérimentales, montrent que la quasi-totalité du flux de carbone est orienté
vers la formation de méthane dans le filtre anaérobie. Par contre, dans le contact anaérobie,
une partie non négligeable du flux de carbone donne de la biomasse et des AGV (fig. 57).
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Figure 57: Evolution des rendements en méthane dans le filtre anaérobie (A) et

le contact anaérobie (01).

Le filtre anaérobie qui a une bonne stabilité et un démarrage rapide, convient plus
particuliérement a la digestion anaérobie des margines de nature saisonniére. En effet, Rozzi et
al. (1989) ont constaté que pour traiter les margines, le filtre anaérobie est nettement plus
rapide que les digesteurs a cellules libres comme le contact anaérobie ou le procédé UASB.
Compte tenu des bonnes performances et de la meilleure stabilit¢é obtenues avec le filtre
anaérobie et de I'évolution des digesteurs appliqués & la méthanisation des margines vers ce
type de procédé (Tableau 5), ce dernier a été retenu pour la méthanisation des margines
préfermentées pour la suite de notre travail. En outre, ce filtre anaérobie a pu fonctionner
avec 30 g/l de DCO (margines préfermentées diluées deux fois) sans que les AGV puissent étre
détectés dans son effluent (fig. 55). Ceci montre bien que ce réacteur est susceptible de

recevoir des margines plus concentrées, avec des charges plus importantes.
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Compte tenu des données bibliographiques qui montrent l'intérét de l'usage de
bactéries aérobies dans la dégradation des composés aromatiques (Kirk, 1984) et de leur
développement en fin de fermentation des margines par A. niger, hous avons pensé comparer
un traitement aérobie par boues activées & celui de la digestion anaérobie en filtre anaérobie.

4.2.1. Traitement en fiitre anaérobie

Le filtre anaérobie retenu a été alimenté dans les mémes conditions que le lit
fluidisé a boues activées (fig. 14) par les margines Sfax - 89 préfermentées par A. niger et
ajustées a la chaux a pH 7,2. Le filtre anaérobie et le lit fluidisé ont été alimentés toutes les 4
h pendant 10 min avec des débits respectifs de 12,5 et 1,7 m/min, ce qui donne un TRH de 7j
pour une charge volumique de 1,3 g DCO/L.j dans les deux réacteurs. Aprés stabilisation du
réacteur en phase stationnaire, les performances d'élimination de la DCO et de la production de
méthane ont été stables tout au long de cette étude (4 semaines)(tableau 25).

Tableau 25 : Composition de |'alimentation et de l'effluent du filtre anaérobie.

Filtrat des margines fermentées Effluent du Filtre
Caractéristiques par A. niger anaérobie
DCOt (g/1) 9.22 3.04
DCOs (g/l) 8.15 2.6
MS (g/l) 8.5 2.8
MES (g/) 1.08 0.4
pH 7.4 7.8

Cet essai a montre que le réacteur:

- a produit une quantité importante de biogaz de l'ordre de 1,3 I/j pour une DCO
introduite de 4,6 g/j;

- a entrainé un abattement de la DCO totale de 67 % environ et de la DCO soluble
de 59 %.
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4.2.2. Traitement aérobie -par.boues activées en lit fluidisé

Cette étude a nécessité la sélection de bactéries dégradant les monomeéres

aromatiques et le choix d'un support bactérien pour former des boues activées en lit fluidisé.
4.2.2.1, Séiection des bactéries et formation de boues activées

L'isolement de 10 souches de bactéries a été réalisé a partir d'environnements
riches en composés phénoliques (margines brutes et margines fermentées). Aprés des essais
d'identification par l'utilisation de galeries APl 20 E, les souches 1, 3, 4 et 10 semblent
proches des genres Pseudomonas, Achromobacter et Chromobacterium, les souches 7 et 8
proches du genre Aeromonas, et la souche 9 du genre Serratia. Les souches 2, 5 et 6 n'ont pas
pu étre classées.

Chacune de ces bactéries a été cultivée sur 9 acides phénoliques présents dans les
margines, en tubes agités pendant 7 j. La mesure de I'absorbance de chacun de ces composés a
son maximum d'absorption avant et aprés fermentation, indique sa biodégradabilité (fig. 58).
Ces bactéries dégradent plus ou moins facilement ces acides phénoliques. Les souches 2, 4, 5, 7
, 9 et 10 ont dégradé une partie de tous les acides phénoliques. Elles ont été retenues pour une

étude ultérieure sur les margines.
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Figure 58: Dégradation des acides phénoliques par les différentes bactéries isolées

Le filtrat des margines préfermentées par A. niger a servi de substrat pour la
culture des souches 2, 4, 7, 8 et 10 séparément ainsi que pour le mélange des 11 souches.
L'analyse par CPG du produit de dégradation des margines préfermentées par A. niger par ces

bacteries a montré que la souche 10 et la culture mixte se sont avérées les meilleures a
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métaboliser les composés phénoliques de ces margines. Nous avons donc retenu la culture mixte
pour la formation des boues activées. Ce mélange de souches bactériennes a permis d'inoculer
un fermenteur de 0,5 | contenant 50 g de coques d'olives et des margine préfermentées par A.
niger & 9,5 g/l DCO. Aprés 7 j de culture en batch, ce fermenteur a été alimenté
quotidiennement par 70 ml de margines préfermentées a 9,22 g/l de DCO, pour acclimater les
bactéries et parvenir a I'état stationnaire.

4.2.2.2, Etude physique et microscopique du support bactérien

(coques d'olives)
Les dimensions et les propriétés de décantation et de porosité des cogues d'olives
sont reportées dans le tableau 26. Il est a remarquer que la surface spécifique est trés proche

de celle du sable conventionnellement utilisé dans les lits fluidisés (Switzenbaum, 1983).

Tableau 26: Caractéristiques du support utilisé dans le lit fluidisé a boues activées

Caractéristiques Taille des coques
Moyenne Petite
Dimensions (mm) L:1 :H 2:2:1 1:11
Surface (mm?2) 16 6
Volume (mm3) 4 1
SIV (m2/m3) 4000 6000
Densité (Kg/m3) 1,2 1,184
Vitesse de décantation (cm/s) 58 5
Porosité (%) 65 60
Matiere séche (%) 92,2 92,2
Matiére volatile (%) 91,8 91,8

Outre sa nature biologique, sa grande surface spécifique et sa bonne porosité, ce
support a l'avantage d'étre maintenu en suspension par la seule aération, sans recours a des
débits élevés de recirculation du milieu de culture, comme c'est le cas pour les grains de sable.
Les photos en microscopie a balayage de ces coques montrent qu'elles présentent une surface
trés poreuse qui faciliterait la fixation des bactéries (Planche 7).
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4.2.2.3. Traitement aérobie des margines préfermentées par boues
activées en lit fluidisé

Ce traitement a été réalisé dans les mémes conditions que le filtre anaérobie
(4.2.1.) aprés stabilisation du réacteur a I'état stationnaire. Les performances de ce lit

fluidisé pendant 4 semaines de fonctionnement sont reportées dans le tableau 27.

Tableau 27 : Composition de l'alimentation et de l'effluent du lit fluidisé. -

Filtrat des margines fermentées Effluent des boues
Caractéristiques par A. niger activées
DCOt (g/l) 9.22 6.5
DCOs (g/l) 8.15 35
MS (g/1) 8.5 6.2
MES (g/l) 1.08 3.14
pH 7.4 8.3
Bactéries / ml 104 107
Bactéries / g Support - 105

Les résultats montrent que ce reacteur:

- produit une quantité importante de boues ( cellules fixées et libres } ,

- entraine une diminution importante de la DCO ( 57 % ).

Le lessivage des boues qui intervient & la sortie du réacteur nous a conduits &
adapter un décanteur pour leur recyclage.

La comparaison de ces deux voies de traitement des margines préfermentées par
A. niger en lit fluidisé aérobie et en filtre anaérobie, montre que I'étape anaérobie est plus
économique dans la mesure ou

* elle produit du méthane,

* elle ne consomme pas d'air,

* elle ne produit pas de boues.

En outre, I'étape aérobie peut étre réalisée d'une fagon indirecte en prolongeant la
fermentation des margines par A. niger en colonne & bulles en présence de bactéries

performantes. Cependant dans ce cas, nous défavoriserions la production de biogaz.
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4.3. Trai n réfermen r_filgr n
boues activées

Aprés avoir comparé ces deux voies, le traitement des margines a été réalisé en
trois étapes successives (fig. 18):

* Fermentation des margines par A. niger en colonne a bulles.

* Méthanisation en filtre anaérobie des margines fermentées en colonne a bulles
avec une charge de 2,12 g DCO/.j.

* Post-traitement par boues activées en lit fluidisé. L'effluent issu du filtre
anaérobie a été traité par les boues activées décrites précédemment, avec une charge de 1,4 g
DCO/ L. Le temps de séjour a été fixé comme précédemment & 7 j.

le résultat de la premiére étape est reporté dans le tableau 28 et confirme les
performances rapportées dans le tableau 25.

Tableau 28 : Composition de I'alimentation et de l'effluent du filtre anaérobie

Caractéristiques (g/l) Filtrat des margines préfermentées Effluent du filtre
' par A. niger anaérobie

DCOt 14,9 5,9

DCOs 11,4 5,45

MS , 12,7 5,7

MES 1,8 0,46

pH 7.2 7,85

L'analyse des margines a l'entrée et a la sortie du filtre anaérobie par
chromatographie sur gel Séphadex G-50 (fig. 59) montre que le filtre anaérobie a modifié
d'avantage les composés phénoliques du premier groupe que ceux du second groupe. Cela
pourrait étre essentiellement di au temps de séjour relativement court qui ne permet pas la
dégradation anaérobie de ces polymeres proches de la lignine.

durant l'utilisation de ce filtre anaérobie, nous n'avons pas constaté de formation de
chemins préférentiels dans le réacteur, ni de colmatage du support. La biomasse a surlout été
retenue par le piégeage de la boue dans les interstices formés entre les fragments de gaine
éléctrique. A la fin de ces expériences, le filtre anaérobie a été ouvert par le bas et des
échantilions de boues et de supports ont été prélevés.
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Figure 59: Profil d'élution sur Séphadex G 50 des margines avant (m) et aprés fermentation en
filtre anaérobie (O).

La détermination de la concentration des MVS a montré qu'environ 20 % de la
biomasse a été fixée, le reste etant piégé dans les interstices du support. La majorité de la
biomasse a été retenue dans la moitié inférieure du filtre et la concentration des MVS totales
était de 13,8 g/l.

L'analyse par microscopie en épifluorescence de la boue anaérobie acclimatée pour
la méthanisation des margines préfermentées, a montré qu'elle renferme plusieurs espéces de
bactéries méthanogénes appartenent aux genres Methanobacterium, Methanococcus,
Methanospirillum, Methanogenium et Methanosarcina. Ces bactéries sont libres, ou bien sous
forme de petits granules ou micro-agrégats comme le montre les photos de microscopie optique

et a balayage (Planche 8).
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Les performances obtenues lors de la deuxidéme étape sont reportées dans le tableau
29; elles sont inférieures & celles obtenues avec les margines préfermentées par A. niger

(tableau 27).

Tableau 29 : Composition de I'alimentation et de I'effluent du lit fiuidisé a boues activées.

Alimentation boues activées Effluent boues activées

Caractéristiques (g/l) - issue du filtre anaérobie

DCOt 9,83 6,58
DCOs 9,48 5,27
MS 10,12 7,3
MES 0,5 1,87
Nombre de bactéries - 106.107

L'abattement de la DCO, avant I'élimination de la biomasse bactérienne par
décantation, n'est que de 30 %. A la sortie du décanteur, I'abattement de la DCO dépasse 50 %.
Ce traitement aérobie augmente la concentration des MES par la bioconversion de polluants en
biomasse bactérienne (107) facilement décantable en décanteur.

Le profil d'élution sur G-50 de l'effluent du réacteur & boues activées (fig. 60)
montre que la fraction responsable de la coloration noire a été plus ou moins concentrée par
une sorte de polymérisation . Cette polymérisation peut résulter d'une oxydation chimique
favorisée par le pH basique et I'aération ou (et) des activités des peroxydases bactériennes qui,
en présence de radicaux libres et dans des conditions particuliéres, polymérisent les composés
phénoliques. Le dosage de la lignine dans la fraction noire par la méthode de Klason (1880) a.
montre qu'elle semblerait contenir plus que 40 % de sa matiére séche de lignine.

Les observations microscopiques réalisées tout au long du fonctionnement de ce
réacteur, ont montré que la boue évoluait et qu'il y avait apparition de nouvelles espéces
bactériennes ainsi que des paramécies (planche 9). L'observation en microscopie & balayage
des grains de support prélevés du lit fluidisé & boues activées traitant les margines
méthanisées durant plus d'une année, a montré que ce support s'est montré efficace pour fixer
les bactéries (tableau 27 - planche 10). Les photos des coques débarrassées de leurs bactéries
par sonication, ont montré que leur surface a été légérement modifiée par les activités
lignocellulosiques des bactéries (planche 11).
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" Figure 60: Profil d'élution sur Séphadex G 50 des margines avant () et aprés fermentation
par boues activées (O0).

4.4. Conclusions

Les traitements successifs des margines par les différents réacteurs ont permis de
diminuer la charge en DCO de 93 %, avec production d'une biomasse séche a 30 % de protéines
et de biogaz a 80 % de méthane. Cependant, la coloration de la margine persiste et les composés
a haut poids moléculaire, responsables de la couleur noire et qui sont en partie formés par la
lignine, ont été peu modifiés. Ceci confirme que ces composés sont trés difficilement
biodégradables et non toxiques, par comparaison avec les composés dont le poids moléculaire
est inférieur a 20000. Puisque ces margines traitées sont peu chargées en DCO et non toxiques
par rapport aux margines brutes, elles peuvent étre envisagées pour lirrigation des terrains
agricoles. En outre, la richesse de ces margines traitées en lignine de nature non élucidée,
pourrait €tre un avantage si ce polymére pouvait amorcer le processus d'humification dans les
sols irrigués par cet effluent.
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5. Décoloration des margines traitées
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Bien que la décoloration des margines ne nous semble pas nécessaire & cause de
I'intérét que peut présenter cette fraction noire riche en lignine, dans le processus
d’humification des terrains irrigués par cet effluent, nous avons cependant étudié les

possibilités de décoloration par voie physico-chimique et biologique.
1. Précipitati imi i ir

Au pH basique qui correspond a celui des boues activées, les composés phénoliques
responsables de la coloration noire des margines sont sous forme de phénates solubles. La
précipitation de ces composés a donc été obtenue par I'addition de donneurs de protons comme
I'acide sulfurique ou l'acide phosphorique, pour transformer ces phénates en acides
phénoliques apolaires et provoquer ainsi leur précipitation.

Cette précipitation est en liaison directe avec le pH et peut s'expliquer par les
constantes d'affinité (pK) de ces composés floculés qui devraient se situer aux alentours de 3.
L'élimination quasi-totale de la fraction noire est réalisée a des pH compris entre 1,5 et 3

comme le montre la fig. 61.
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Figure 61: Effet du pH sur la précipitation des composés phénoliques & haut poids
moléculaire (UV a 280 nm) (A) et sur la réduction de la DCO (4).

La précipitation de ces composés a haut poids moléculaire se traduit par une
décoloration entrainant une diminution de I'absorbance a 280 nm et une réduction de la DCO de
70 % (fig. 61 - tableau 30).
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Tableau 30 : Composition de l'alimentation et de I'effluent de I'étape de précipitation

Effluent issu des boues activées Effluent
_Caractéristiques g/ acidifié et centrifugé
DCO 6,58 1,54
MS 7,3 1,43
MES 1,8 _
pH 8,3 2,45

Selon que le donneur de protons soit I'acide sulfurique concentré ou l'acide
phosphorique concentré, la concentration d'acide provoquant la précipitation est légérement
différente. En effet, La concentration d'acide sulfurique n'est que de l'ordre de 0,2 % (v/v),
tandis que celle de 'acide phosphorique est d'environ 0,5 a 1 % (viv) (fig. 62).
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Figure 62: Effet de la concentration en acide sulfurique sur la précipitation des composés
phénoliques & haut poids moléculaire (UV a 280 nm) (A) et sur la réduction de la DCO (A).

Cette précipitation & des pH d'environ 2 est la méme que celle obtenue avec les
acides humiques dont le poids moléculaire dépasse les 100000 (Paul et Clark, 1989). Ceci
nous laisse a penser que cette fraction noire est essentieliement formée de composés trés
proches des acides humiques. Ces derniers ont un grand intérét agronomique pour la formation

de complexes argilo-humiques dans les sols.
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La décoloration biologique a été tentée par culture du champignon de la pourriture
blanche, P. chrysosporium, qui s'est révélé capable de décolorer les margines (Perez et al.,
1987). Ce champignon est connu par son complexe enzymatique (peroxydases et oxydases)
capable de dégrader la lignine (Buswell et Odier, 1987).

La décoloration des margines issues des trois étapes biologiques successives
précédentes a été obtenue en cultivant P. chrysosporium pendant 4 j sur ces margines diluées
de moitié¢ par le milieu de culture optimisé par Sayadi (1990), en conditions stériles et
statiques, et sous atmosphére d'oxygéne pur. La croissance de ce champignon engendre une
biomasse jaunatre qui est éliminée par filtration: la réduction de la DCO est de l'ordre de 40 %.
La couleur du filtrat est pratiquement la méme que celle du surnageant obtenu aprés
précipitation des pigments noirs par I'addition d'acide (Planche 3).

mparai hni

L'élimination de la matiére séche et de la DCO a été plus importante dans le cas de la
précipitation chimique, alors que la variation de coloration du noir au jaune a été la méme
pour les deux techniques. L'analyse par chromatographie sur gel de séphadex G-50 des
margines issues des boues activées et traitées par l'addition d'acide phosphorique, a montré que
les composés phénoliques du second groupe ont été en majorité éliminés (fig. 63). En ce qui
concerne P. chrysosporium, il a également éliminé les polymeres a haut poids moléculaire

mais avec une efficacité moindre que la précipitation chimique.
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Figure 63: Profil d'élution sur Séphadex G-50 des margines issues des trois étapes biologiques
(® ), aprés précipitation ( A ) et aprés cuiture de P. chrysosporium (0O).
Tampon: NaOH 0,1 N et LiCl 0,05 N.
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L'analyse par chromatographie en phase gazeuse de l'effluent issu des boues
activées, ne révele pas la présence de monomeres phénoliques a I'exception d'un composé dont
le temps de rétention est de 7,6 min (fig. 64). L'analyse des margines obtenues aprés
élimination de la coloration noire par précipitation, a montré une légére diminution de ce
méme composé. Par contre, dans le cas de I'élimination de ces pigments noirs par P.
chrysosporium, ce composé a augmenté sans détection d'autres composés aromatiques, ce qui
montre l'efficacité de ce.champignon pour la minéralisation des monomeéres isss#s de ces

pigments noirs.

. 697

Figure 64: Chromatogramme en phase gazeuse des margines issues des trois étapes biologiques

(A), aprés précipitation acide (B) et aprés culture de P. chrysosporium (C).

L'élimination des pigments proches des acides humiques et responsables de la
coloration noire, par précipitation chimique s'est révélée plus efficace, plus rapide et plus
facile & mettre en oeuvre que par la culture P. chrysosporium . Cependant cette opération
nécessite I'addition d'acide, produit des quantités non négligeables de boues et engendre un
effluent a pH acide. La décoloration de l'effluent issu des différentes étapes du procédé par P.
chrysosporium semble étre une voie prometteuse si nous arrivons a résoudre le probléme de
I'addition des sels et de la technologie de fermentation.
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6. Exploitation des résultats obtenus a
I'échelle du laboratoire pour la mise au point
d'un procédé de traitement biologique des

margines
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laboratoire

La discussion des performances et des contraintes de chaque étape du procédé mis au
poini au laboratoire, est indispensable pour prévoir les améliorations nécessaires afin de
garantir le bon fonctionnement du procédé a plus grande échelie. Le tableau 31 résume les
conditions opératoires et les performances des étapes biologiques étudiées.

Tableau 31: Conditions opératoires et performances des différents réacteurs utiligés.

Colonne a bulies Filtre anaérobie Boues activees
Conditi sratoi
Volume des réacteurs 2 _ 4,5 0,5
TRH (j) 3 - - 7 7
Température (°C) 35 35 35
pH 5,5 7,8 8,2
Aération (VVM) 10 - 0,6 - 0,8
Cv (g/l.j.) - 2,12 1,4
Performances
ADCO (%) 58 60 50
AMES (%) 78,5 75 -
Biomasse humide (g/!) 103,56 - -
Biomasse séche (g/l) 20,4 - -
Biogaz (I/j) - 1,7 -
Méthane (%) - 80 -

6.1.1. Fermentation en colonne a bulles

La fermentation en colonnes a bulles des margines par A. niger en culture
discontinue a été facile & mettre en oeuvre. Cependant, des essais préliminaires de culture
continue ont montré que la culture d'A. niger se transformait progressivement en culture
bactérienne et qu'au fur et & mesure de l'arrivée de margines fraiches, ces bactéries étaient
inhibées puis lessivées. La technique du feed-batch qui n'a pas été étudiée dans ce cas, pourrait
étre plus efficace que le systéme continu. Cette fermentation nécessite en moyenne 2,5 Kg/m3

de sulfate d'ammonium et 5 Kg/m3 de nitrate d'ammonium. Ces quantités ne sont pas
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La discussion des performances et des contraintes de chaque étape du procédé mis au

point au laboratoire, est indispensable pour prévoir les améliorations nécessaires afin de

garantir le bon fonctionnement du procédé a plus grande échelle. Le tableau 31 résume les

conditions opératoires et les performances des étapes biologiques étudiées.

Tableau 31: Conditions opératoires et performances des différents réacteurs utilisés.

Colonne a bulles Filtre anaérobie Boues activées
Conditi sratoi
Vg () 2 4,5 0,5
TRH (j) | 3 7 7
Température (°C) 35 35 35
pH 5,5 7,8 8,2
Aération (VVM) 10 - 0,6 -0,8
Cv (g/l.j.) - 2,12 1,4
Performances
ADCO (%) 58 60 45
AMES (%) 78,5 75
Biomasse humide (g/l) 103,5
Biomasse séche (g/l) 20,4 -
Biogaz (I/j) - 1,7 -
Méthane (%) - 80

6.1.1. Fermentation en colonne a bulles

La fermentation en colonnes a bulles des margines par A. niger en culture

discontinue a été facile & mettre en oeuvre. Cependant, des essais préliminaires de culture

continue ont montré que la culture d'A. niger se transformait progressivement en culture

bactérienne et qu'au fur et & mesure de l'arrivée de margines fraiches, ces bactéries étaient

inhibées puis lessivées. La technique du feed-batch qui n'a pas été étudiée dans ce cas, pourrait

étre plus efficace que le systéme continu. Cette fermentation nécessite en moyenne 2,5 Kg/m3

de sulfate d'ammonium et 5 Kg/m3 de nitrate d'ammonium. Ces quantités ne sont pas
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négiigeables et cet apport ne peut étre enQisageable que lorsque le produit de cette fermentation
sera susceptible d'étre valorisé. Des essais d'apport de ces sels par des effiuents riches en
azote comme les fientes de volailles, n'ont pas abouti. L'inoculum le plus efficace pour la
culture du champignon a été la suspension de spores. Une aération de 10 VVM s'est révélée
nécessaire pour ne pas limiter la croissance d'A. niger. Cependant, I'étude de l'aération & une
plus grande échelle devra étre complétée pour modéliser 'arrivé de l'air en fonction de la

valeur de pOop.

6.1.2. Récupération de la biomasse fongique

La meilleure technique de récupération est sans aucun doute la filtration, a cause
des concentrations élevées en biomasse humide obtenues qui peuvent atteindre les 200 g/i en
fin de fermentation, et les propriétés rhéologiques des margines préfermentees; le filtre
rotatif & tambour semble étre le procédé le plus convenable. Une opération de séchage sera plus
ou moins nécessaire selon la destination de cette biomasse. Le débouché le plus réaliste est son
utilisation comme additif alimentaire pour le bétail. La biomasse d'A. niger cuitivée sur
margines a été testée en alimentation du bétail et a donné des résultats encourageants sans
aucun risque d'intoxication (Vaccarino et al., 1986). D'ailleurs Nefzaoui et al. (1982) ont
montré que les pulpes d'olives qui forment les MES des margines, peuvent servir d'aliment
sans risque d'intoxication car les composés phénoliques solubles sont récupérés dans la phase
liquide.

6.1.3. Méthanisation des margines préfermentées

Malgré les résultats qui ont montré que les margines fermentées par A. niger
pouvaient étre méthanisées sans risque d'inhibition, notre filtre anaérobie a toujours
fonctionné a faible charge a cause des problémes de récupération du biogaz et
d'approvisionnement par le méme substrat. Ce filtre anaérobie pourra fonctionner a forte
charge et avec des margines non diluées car il a pu étre alimenté avec des margines fermentées
4 30 g/l de DCO (diluées deux fois) sans détection dAGV dans l'effluent (fig. 55). En outre, en
se basant sur les charges massiques applicables & un tel réacteur (Henze et Harremoes, 1983;
Verrier, 1984), les MVS accumulées sont de l'ordre de 13,8 g/l et peuvent permettre des
charges volumiques de l'ordre de 10 g/l.j. En ce qui concerne la technologie, ce filtre anaérobie
pourrait étre remplacé a une plus grande échelle, par un réacteur a chicanes qui associe les
avantages apportés par le lit de boues (UASB) et la fixation de la biomasse bactérienne (filtre
anaérobie), surtout que la quasi-totalité des MVS retenues dans le filtre anaérobie étudié a été

assurée par simple piégeage dans les interstices du support.
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6.1.4. Post-traitement aérobie en lit fluidisé

Bien que le substrat soit essentiellement formé de composés trés difficilement
biodégradables, I'abattement de la DCO a été satisfaisant (50 %) et plusieurs améliorations
peuvent étre apportées:

* La technologie actuelle ne peut pas étre extrapolée a de grands volumes et surtout
4 des temps de séjour trés longs. Ce réacteur pourrait étre remplacé par une série de bassins
de fagon & atténuer les phénomeénes de toxicité et permettre la sélection des différentes
populations bactéries performantes.

* L'aération peut étre réalisée par insufflation d'air au fond des bassins ou par
montage d'un biodisque. Le choix de I'une ou l'autre de ces techniques devra s'effectuer aprés un
calcul économique (co(t des installations, amortissement et maintenance).

' * L'apport des margines fermentées par -A. niger dans ces bassins devra
s'échelonner pour améliorer les capacités degradatives des bactéries en développant les
phénoménes de co-métabolisme.

* Il faudra implanter des champignons performants dans ces bassins pour

améliorer la dégradation des composés responsables de la coloration noire.

L'élimination des composés phénoliques responsables de la coloration noire et qui
ne semblent pas avoir un effet toxique sur les microorganismes , deviendrait obligatoire si les
essais d'irrigation des sols par ces eaux noires se montraient néfastes. Si par contre, il
s'avérait que ces eaux avaient un effet positif sur le processus d'humification, le procédé se

limiterait aux trois étapes décrites.

Aprés avoir démontré la faisabilité technologique de cette nouvelle conception de

dépollution biologique des margines, la réalisation de ces expériences a une échelle pilote est
indispensable pour perfectionner ce procédé. La réalisation de cette extrapolation doit tenir
compte des spécificités de chaque opération & chaque échelle. En effet, il est plus facile
d'extrapoler les digesteurs que les fermenteurs aérobies car ces derniers se heurtent aux

problemes de transfert d'oxygéne et d'évacuation de chaleur. L'extrapolation de la colonne a
bulles peut se faire avec K| a (Vg) et géometrie constante (Aiba et al., 1973). En effet, Smith

et Greenshields (1974) ont montré que le transfert d'oxygéne et 'homogénéisation du contenu

de la colonne a bulles peuvent étre assurés par la simple aération jusqu'a des diameétres
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importants, & condition de maintenir le rapport hauteur de la colonne sur diamétre égal a 10.
En ce qui concerne l'évacuation de la chaleur de fermentation, Far (1967) et Mashelkar
(1970) (cités par Smith et Greenshields, 1974) ont montré que lorsque les conditions
d'homogénisation sont bonnes, la chaleur de fermentation produite jusqu'a des vitesses trés
élevées (28 Kcal/l.h) peut étre éliminée par la seule utilisation d'une double enveloppe
jusqu'a des volumes de fermenteur de 45 m3. Au dela de cette taille, Iaddition de tubes
verticaux ou. de serpentins devient indispensable.

Les performances des digesteurs sont rarement limitées par le transfert de matiere
car les bactéries anaérobies imliquées ont des taux de croissance relativement faibles (Henze
et Harremoes, 1983). En outre, dans certains cas, le maintien des bactéries fermentatives a
des taux de croissance trés faibles, est nécessaire pour assurer la stabilité du processus global
de méthanisation. En ce qui concerne les fermenteurs 2 lit fixé ou il n'y a pas d'agitation, la
production de quantités importantes de biogaz provoque une bonne homogénéisation, proche de
celle des fermenteurs infiniment mélangés (Hall, 1982). En ce qui concerne les vitesses
ascentionnelies du liquide dans les régimes d'alimentation ascendants, elles dépendent de la
nature de la boue retenue dans le réacteur et de ses propriétés de décantabilité dans le cas des
lits de boues (Lettinga et al., 1980), ainsi que de la porosité du support dans le cas du fiitre
anaérobie pour éviter les chemins préférentiels (Young et Dahab, 1983). Le probléme majeur
des grandes instaliations de biométhanisation réside dans la distribution du liquide a I'entrée du
digesteur. Par exemple pour le procédé UASB, les points d'alimentation qui sont dispersés au
fond du digesteur a raison de 0,5 4 5 buses par m2, dépendent de la densité de la boue dans les
réacteurs, de son état granulaire ou flocculant et des charges volumiques appliquées (Lettinga
et Hulshoff, 1990).

Moyennant ces considérations, I'extrapolation des réacteurs de laboratoire en
réacteurs pilotes a été réalisée en maintenant la géométrie presque constante tout en tenant
compte-de certains rapports de dimension cités dans la littérature; la taille a été multipliée
par un facteur de 100 pour la colonne a bulles et de 350 pour le filtre anaérobie. En ce qui
concerne les boues activées, elles seront réalisées dans une série de bassins aérés dont le
volume total sera 2 a 3 fois plus grand que celui du digesteur de maniére a assurer un

traitement en continu sans recours a des bassins tampons.

Le schéma de l'installation est donné sur la fig. 65.
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Figure 65: Schéma de l'installation pilote de dépollution biclogique des margines proposée.

1: Arrivée des margines, 2: Bac d'alimentation, 3: Colonne & bulles, 4: condenseur, 5: Filtre
rotatif, 6: Bac de correction de pH, 7: Agitateur, 8: Réservoir & chaux, 9: Filtre anaérobie, 10:
Bassins a boues activées, 11: Compresseur, 12: Distribution d'air, 13: Stockage des gaz, 14:

Brileur, 15: Séchoir & tambour, 16: Sels, 17: Inoculum, 18: Biomasse humide, 19: Biomasse
séche.
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Cette installation pilote pourrait étre testée soit au sein d'une huilerie appartenant
4 un organisme public soit sur la station d'épuration des eaux usées de Sfax ou les margines de
la ville sont collectées. Cependant, la deuxiéme alternative semble la plus raisonnable car ce
projet va concerner tous les industriels de la région et la tradition de ramener les margines a
la station est déja bien établie.

6.2.1. Bac de standardisation des margines

Ce bac de 1 m3 de volume permettra de collecter des margines de tous les
camions-citernes arrivant a la station pour préparer des margines représentatives de celles
qui sont rejetées dans les bassins d'évaporation. Ces bassins ne peuvent pas servir de bac
d'alimentation car il y a évolution et concentration des margines lors des processus physiques
d'évaporation et d'infiltration des margines, des processus biologiques d'altération et des
réactions physico-chimiques d'oxydation et de polymérisation des ponphénoIs. Ce bac devra
étre aéré pour éviter la formation d'odeurs indésirables et la chute du potentiel rédox.

6.2.2. Préparation de [‘inoculum

La culture d'A. niger sur margines gélosées a montré qu'il faut en moyenne
récolter les spores obtenues sur 10 c¢cm2 de culture pour inoculer 1 | de margines (1
m2/m3). Cette production de spores ne pose pas de problémes dans la mesure ou cette culture
en surface peut se faire avec des margines additionnées de sulfate et de nitrate d'ammonium,

non stériles et non gélosées mais simplement étalées sur 0,5 cm de hauteur.
6.2.3. Fermentation en colonne & bulles

Le volume de la colonne & bulles est de 250 |, avec une hauteur de 2,5 m et un
diamétre interne de 0,37 m. Aprés avoir rempli la colonne a bulles avec les margines, les sels
et la suspension de spores sont ajoutés, et I'aération est mise en route. Au cours de cette
fermentation, le pH n'est pas contrélé et la température est maintenue a 35 °C. La chaleur de
fermentation est utilisée pour le chauffage des autres réacteurs dont les réactions sont peu
exergoniques.

En fin de fermentation, la vanne de vidange est ouverte et les margines fermentées
sont pompées vers le systéme de filtration.
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6.2.4. Filtration et séchage de la biomasse

La filtration ne fonctionne qu'au moment de la vidange du fermenteur. La taille du
filtre rotatif & tambour sous vide devrait permettre d'obtenir un temps de filtration le plus
court possible et avoir également un temps de vidange trés court. Cette filtration engendre une
biomasse humide & 20 % de matiére séche. Le séchage de la biomasse nécessitera une chaleur
qui sera produite par la combustion du biogaz issu de I'étape de méthanisation. L'évaporation
d'1 Kg d'eau nécessite un apport de chaleur égal a 540 Kcal, ce qui correspond a la combustion
de l'ordre de 100 | de biogaz.

6.2.5. Méthanisation en HAUSBUFF

Le volume total du digesteur est fixé aux alentours de 2 m3. Pour éviter que ce
digesteur soit trop haut et pour maintenir la propriété de piston du filtre anaérobie, il sera
congu en trois compartiments cubiques qui communiquent de fagon gravitaire. Les margines
fermentées et filtrées sont collectées dans un bac agité avec correction de pH par de la chaux.
Des recyclages d'effluent du HAUSBUFF ou des boues activées pourront étre effectués dans ce
bac de correction de pH pour remonter le pH ou diluer le substrat en cas de manque de
margines. Le mode d'alimentation retenu est ascendant et séquentiel. Les capacités calorifiques
du biogaz sont situées entre 5000 et 8000 Kcal/m3 suivant le pourcentage de méthane. Le
méthane produit peut étre transformé en énergie électrique qui pourrait servir a faire
fonctionner le filtre rotatif ou les systéemes d'agitation, sachant que 1 m3 de biogaz peut
produire 2 & 3. KWh.

6.2.6. Post-traitement des margines méthanisées en boues activées

Les margines issues de la méthanisation sont directement introduites dans le bassin
des boues activées. Le temps de séjour sera fixé de fagon & épuiser au maximum les composés
phénoliques des margines et ainsi limiter leur effet polluant pour I'environnement. Ce bassin
est formé de trois compartiments; I'aération sera fixée selon les activités bactériennes de
chaque compartiment. Pour rapprocher ce post-traitement d'un réacteur piston, chaque
compartiment sera muni d'un systéeme de décantation interne afin de sélectionner des bactéries

performantes et résistantes aux composés phénoliques.
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6.4. Conclusions

Les essais de traitement des margines au stade du laboratoire avec une étape de
prétraitement par A. niger, une étape de biométhanisation et une étape de post-traitement en
boues activées, ont montré I'efficacité et la faisabilité technique de ce procédé. Pour confirmer
ces performances obtenues et démontrer la faisabilité technologique de chaque étape sur une
plus grande échelle, I'expérimentation a une échelle pilote devient une nécessité de premier
ordre. Les résultats obtenus avec une telle installation pilote constitueront également une base
de données trés utile pour I'évaluation économique du futur procédé industriel.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES



Les margines comprennent deux fractions, I'une insoluble est essentiellement
constituée de pulpes d'olives, l'autre soluble et contient les sucres, les lipides, les acides
organiques et les composés phénoliques. L'élimination des matiéres en suspension est difficile
par filiration car le gateau formé par les pulpes d'olive n'est pas perméable.

Les composés phénoliques présents dans les margines sont de deux types et
déterminent leur couleur. Les premiers de poids moléculaire inférieur a 20000 donnent la
coloration rouge et correspondent aux tanins, anthocyanes, oligomeres et monomeéres
phénoliques. Les seconds responsables de la coloration noire ont un poids moléculaire
supérieur a 20000.

Des études de toxicité et de biodégradabilité de ces margines ont montré que la
toxicité est due a la fraction soluble et que les composés phénoliques de type tanins,
anthocyanes et monomeéres aromatiques sont trés toxiques mais biodégradables. Par contre, les
composés phénoliques responsables de la coloration noire sont peu toxiques et trés
difficilement biodégradables.

L'amélioration de la biodégradabilité des margines a été réalisée par I'emploi d'A.
niger qui est facilement cultivable et capable de métaboliser une bonne partie des composés
phénoliques. La croissance d'A. niger sur les margines additionnées de sulfate et d'azote
s'effectue essentiellement au dépens des sucres; elle s'accompagne de la biodégradation des
pectines qui libére du méthanol dans le milieu, et des monomeres et polyméres phénoliques de
type tanins et anthocyanes pour libérer certains monomeéres phénoliques comme l'acide
gallique. La colonne & bulles convient parfaitement pour la croissance de ce champignon sur
margines. Les margines fermentées par A. niger sont trés facilement filtrables comparées aux
margines brutes, a cause du piégeage des pulpes d'olives par le mycélium et de la bioconversion
de certains composés comme les pectines et les mucilages. Aprés élimination de la biomasse par
filtration, I'abattement de la DCO se situe entre 50 et 60 % suivant la fraicheur des margines
et leur contenu en MES. La biomasse récupérée est enrichie de prés de 30 % en protéines.

La méthanisation en batch a montré que ces margines préfermentées sont moins
toxiques et plus biodégradables que les margines brutes, grice 3 ['élimination de certains
produits toxiques pour les bactéries méthanogeénes et la bioconversion de plusieurs composés
en d'autres plus facilement fermentescibles. En outre, le méthanol produit par A. niger
stimule l'activité des bactéries méthanogéenes acétoclastes. La méthanisation en digesteurs de
ces margines préfermentées a montré que le filtre anaérobie garni de fragments de gaine
électrique comme support bactérien, s'est révélé le plus performant; les margines peuvent
étre méthanisées sans problémes de toxicité. Ce digesteur a démontré une bonne stabilité et une
vitesse de démarrage rapide. Les rendements en méthane / g de DCO dégradé ont été proches des
valeurs théoriques et les réductions de DCO se sont situées entre 60 et 80 % selon le contenu
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du substrat en MES. La détermination des MVS au sein du filtre anaérobie a montré que plus de
80 % des boues ont été retenus par simple piégeage dans le support bactérien et que leur
concentration dans la moitié inferieure du filtre anaérobie a été de l'ordre de 13 g/l.

L'effluent issu du filtre anaérobie est directement traité par les boues activées en
lit fluidisé. Les coques d'olives ulilisées comme support bactérien ont démontré une surface
spécifique trés élevée, une bonne fixation bactérienne et aucune détérioration de leur
structure. L'abattement de la DCO lors de cette étape a été de l'ordre de 50 %.

Les traitements successifs des margines par les trois voies biologiques du procédé
congu, ont réduit la DCO de plus de 90 %; cependant, la coloration noire des margines a
persisté a cause de la faible biodégradabilité des composés responsables de cette coloration et de
leur richesse en lignine (40 %).

Cette coloration noire a pu étre éliminée par la biodégradation de ces composés
phénoliques soit en cultivant P. chrysosporium, soit par précipitation chimique en abaissant le
pH aux alentours de 2 par addition de 2 % (v/v) d'acide sulfurique concentré. Chacune de ces
techniques de décoloration a ses avantages et ses inconvénients et le choix dépendra de I'utilité
de chacun des produits de ces opérations.

Cette coloration noire due a une forme particuliére de lignine, proche des acides
humiques, ne nous semble pas néfaste pour I'environnement et peut par contre, servir comme
amorce du processus d'humification si on utilise ces margines traitées pour l'irrigation.
Cependant, des études complémentaires devront étre effectuées pour confirmer ou rejeter ces
hypothéses.

Une installation pilote de dépollution biologique des margines a été proposée pour
confirmer les résultats obtenus, tester la faisabilité de ce processus biologique a une échelle
plus grande et servir de modele pour le calcul économique d'une installation industrielle.
Quand ce procédé aura démontré sa fiabilité, la réalisation d'une installation industrielle
pourra alors résoudre le probléme de la pollution des margines rencontré dans la ville de Sfax
tout en produisant annuellement environ 6000 t de biomasse enrichie de 30 % de protéines. Le
méthane produit par I'étape de méthanisation, moyennant le contréle de certains paramétres
comme les températures de fermentation et le temps de séjour dans le filtre anaérobie, pourra

rendre le procédé autonome sur le plan énergétique.
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ABSTRACT

Olive mill wastewaters (OMW) cause important pollution problems due to their high organic and
polyphenols contents. Toxicity and biodegradability studies showed that polyphenolic compounds similar to
humic acids and responsible of wastewater black colour, present littie toxicity and are not easily
biodegradabie. On the contrary, tannins are highly toxic but biodegradable. The biological treatment process
for OMW studied is based on an aerobic detoxification step followed by an anaerobic step and aerobic
post-treatment.

* The first aerobic detoxification step of OMW supplemented with sulfate and ammonium was carried
out by the growth of Aspergillus niger in a bubble column. This step decreased OMW toxicity and increased
its'biodegradability because of phenolic compounds degradation. Growth of A. niger resulted in 55 % COD
removal, with production of biomass containing 30 % proteins (w/w). Filtration of OMW was enhanced by this
fermentation because the suspended solids were trapped in the mycelium.

* The filtrate liquid was then methanized using an anaerobic filter packed with plastic sheath. This
reactor showed a shorter start up and a better stability as compared to the anaerobic contact process. COD
removal was around 70 % and the methane yield (I CH4/ g COD removed) was closed to the theoritical yield.

* The anaerobic fiiter effluent was treated in an activated sludge fluidized reactor containing olive husk
as a packing material. Husks were maintained in fiuidization state by the aeration. Bacterial fixation on this
fluidized support was observed. COD removal was 45 %.

The entire process allowed a global COD reduction up to 90 %; however, the black colour due to humic
compounds persisted. This coloration could be removed via precipitation at pH 2 or by culture of
Phanerochaete chrysosporium.

On the basis of these laboratory results, a biological OMW treatment system at pilot scale is proposed.

Keywords: Olive mill wastewater, phenolic compounds, inhibition, Aspergillus niger, bubble

column, methane, anaerobic filter, activated siudge fluidized bed, decoforation.



RESUME

Les margines, effluent d'extraction de I'huile d'olive, posent de sérieux problémes de poliution par
leurs concentrations élevées en matiére organique et en polyphénols.

Des études de toxicité et de biodégradabilité ont montré que les composés phénoliques qui sont de
nature humique et responsables de la coloration noire, sont trés peu toxiques et trés difficilement
biodégradables. Par contre, les composés taniques sont trés toxiques mais biodégradables.

La conception du procédé de dépollution biologique des margines proposé dans cette étude, est
basée sur la réalisation d'une étape de détoxification et de deux étapes de traitement anaérobie et aérobie:

* La premiére étape de détoxification aérobie des margines additionnées de sulfate et d'ammonium,
est réalisée par croissance d'Aspergillus niger en colonne a bulles. Ce prétraitement réduit la toxicité et
facilite la biodégradabilité en dégradant les composés phénoliques. |l produit une biomasse a 30 % de
protéines et réduit la DCO a 55 %. Le piégeage des matiéres en suspension des margines par le mycélium
au cours de la fermentation améliore ia filtration de cet effluent.

* Le filtrat issu de ce prétraitement est méthanisé en filtre anaérobie garni de fragments de gaines
électriques. Ce réacteur a démontré un temps de démarrage plus court et une meilleure stabilité que le
procédé du contact anaérobie. L'abattement de la DCO est d'environ 70 % et les rendements en méthane
sont proches des rendements théoriques.

* L'effluent du filtre anaérobie est ensuite traité en lit fluidisé & boues activées, contenant des
particules de coﬁues d'olives comme support bactérien. Ces coques sont mises en suspension par
l'aération, et la fixation bactérienne a été satisfaisante. Ce traitement aérobie a réduit la DCO a 45 % de sa
teneur initiale.

En fin de procédé, la réduction giobale de la DCO est supérieure 4 90 % et la couleur noire due aux
composés humiques des margines persiste. Cette coloration noire a pu étre éliminée par précipitation a pH 2
ou par culture de Phanerochaete chrysosporium.

Sur la base des résuitats obtenus en fermenteurs de laboratoire, un procédé de dépoliution

biologique des margines a I'échelle pilote est proposé.

Mots clés: Marginés, composés phénoliques, inhibition, Aspergilius niger, colonne i bulles,
Méthanisation, fiitre anaérobie, lit fluidisé 4 boues activées, décoloration.





