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UNIVERSITE DE NEUCHATEL, INSTITUT DE BOTANIQUE
LABORATOIRE DE MICROBIOLOGIE

DIGESTION METHANIQUE
D’UN SUBSTRAT COMPLEXE
AU MOYEN D’UN REACTEUR

« TUNNEL» A CHICANES

par
MICHEL GLAUSER, FABIENNE WIELAND ET MICHEL ARAGNO
AVEC 4 FIGURES

INTRODUCTION

Lorsque, a un pH voisin de la neutralité, de la matiére organique est
placée dans un milieu dépourvu d’oxygene, elle va subir une dégradation
provoquée par une association de bactéries fonctionnant de maniere
¢troitement coordonnée. Aprés avoir éliminé, par réduction, les anions
oxydants (NOj;; SO,2-), les microorganismes vont «simplifier» par étapes
les molécules pour produire finalement un mélange de méthane (CH,) et
de gaz carbonique (CO,): le «biogaz». Dans le processus de cette dégrada-
tion, on peut reconnaitre trois étapes (BRYANT 1979), effectuées chacune
par un groupe caractéristique de bactéries (fig. 1). Lors de la premicre
etape, les biopolymeéres sont hydrolysés puis fermentés par les bactéries de
la liquéfaction acidogeéne: les sous-produits sont, d’une part du gaz carbo-
nique, de ’hydrogene et de I'acide acétique, et d’autre part des acides
organiques volatils & plus longue chaine (3 a 6 atomes de carbone). La
proportion des premiers est d’autant plus ¢€levée que la teneur en hydro-
gene moléculaire est maintenue trés basse (MIN CHEN et WOLIN 1977).

Les bactéries méthanogénes ne peuvent métaboliser qu'un nombre
limité de substrats (H,, CO,, acides formique et acétique); ce sont alors des
bactéries acétogenes, réductrices obligées de protons, qui convertissent les
autres acides en acide acétique, CO, et H, (Mc INERNEY et a/. 1978). La
reduction des protons n’est thermodynamiquement possible que si la
concentration d’hydrogéne est maintenue trés basse (10—3 atm, ZEIKUS
1980); ces bactéries doivent donc vivre en association (syntrophie) obliga-
toire avec des consommateurs d’H, (BRYANT et a/. 1972). Ces derniers
peuvent appartenir a deux groupes de bactéries: les sulfatoréductrices, qui
réduisent le sulfate au cours d’un processus respiratoire anaérobie selon
I’équation générale:

SO,~2 + 4 H, + 2 H* > H,S + 4 H,0
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et la plupart des méthanogénes, qui réalisent une réduction du CO,
(méthanogénése autotrophe) selon ’équation globale:

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

La plus grande partie (environ 70%) du méthane produit lors de la
digestion anaérobie provient néanmoins de la scission, par certaines
bactéries méthanogénes, de la molécule d’acide acétique (ZEHNDER 1978),
selon la réaction:

CH,COO- + H* — CH, + CO,

90% du pouvoir réducteur des molécules de départ se retrouve sous
forme de méthane, tandis que 10% environ est converti en biomasse
(Mc INERNEY, BRYANT et STAFFORD 1980).
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Fig. 1. Schéma de la dégradation anaérobie de matiére organique par trois groupes distincts
de bactéries: acidogénes, acétogénes et méthanogénes.

Dans un digesteur anaérobie fonctionnant en mode semi-continu
(biogaz agricole ou de station d’épuration) et dans les milieux naturels
(par exemple dans les sédiments d’eaux douces eutrophes), ces différents
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groupes sont intimement mélangés dans le temps et dans 1’espace. En
revanche, un digesteur en «tunnel» («plug flow»: STAFFORD et al. 1980)
mime quelque peu le fonctionnement d’un tube digestif: il se charge a une
extrémite et le résidu est chassé a I’autre. Un tel systéme doit permettre
dans une certaine mesure de séparer spatialement les phases successives de
la digestion. Le présent travail rend compte des premiers essais effectués
au moyen d’un digesteur de laboratoire a chicanes basé sur ce principe.

MATERIEL ET METHODES

Le digesteur (fig. 2) est constitué d’une boite de PVC transparent (paroi: 5 mm)
de dimensions 46 x 12 x 16 cm (volume utile: 5 litres); des parois transversales
déterminent 7 compartiments qui communiquent dans leur partie inférieure par des
orifices alternés de 9 cm de haut sur 3 de large, provoquant ainsi un parcours
sinueux des boues en digestion. Au-dessus de chacun des cinq compartiments
centraux, le couvercle étanche est muni d’un orifice de sortie du gaz (Sg) et d’un
tube d’échantillonnage dont la partie inférieure est immergée dans les boues (Oe).

boues
fraiches

Cco Ct c2 c3 C4 C5 C6 c7
46cm
Fig. 2. Digesteur «tunnel» G2-G6: gazométres des compartiments 2 a 6
C0-C7: compartiments 0 a 7 Qe: orifice d’échantillonnage
cyl: cylindre gradué Sb: sortie des boues digérées

Eb: entrée des boues fraiches Sg: sortie du gaz.
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Le substrat frais est introduit dans le premier compartiment (Eb) et repousse
les boues en digestion vers les compartiments suivants: un volume équivalent au
volume introduit s’échappe alors du septiéme compartiment par 'orifice de sortie
(Sb).

Le gaz libéré dans chaque compartiment est recueilli dans un flacon a perfusion
inverse¢ (G2-G6) qui contient de I’eau saturée par un mélange a 50% de CH, et
50% de CO,; le volume de I’eau chassée par le gaz est mesuré dans un cylindre
gradué (cyl.). Pour I'analyse de la composition du gaz, le flacon est retourné; le
prelevement s’opére a travers le septum au moyen d’une seringue et d’une aiguille.

Substrat: pour ces essais, nous avons choisi des boues secondaires de la station
d’¢puration de Colombier, dont la teneur en matiére seéche était de 5% (dont 60%
de matiére organique).

Analyses: le pH et le potentiel d’oxydoréduction sont mesurés au moyen
d’électrodes (resp. ¢lectrode de verre combinée Ingold type 10 405 3897 et électrode
de platine combinée Ingold type 10 505 3148) introduites dans les boues par le tube
d’¢chantillonnage. Pour 'analyse des acides gras volatils, des échantillons de boue
sont acidifies (1 ml HC1 5N pour 15 ml de boue), centrifugés (48000 g pendant
30 min) puis filtrés sur papier. Apres adjonction au filtrat de I’étalon interne (100ul
de dioxane dans 1 ml), I’échantillon est injecté dans un chromatographe a phase
gazeuse (Carlo Erba 4130), muni d’un détecteur & ionisation de flamme. Les
conditions de I’analyse sont les suivantes:

colonne capillaire: FFAP
volume échantillon: 1 ul
temp. colonne: 1207 €
temp. injecteur: 180° C
temp. détecteur: 180° C
rapport de split: 15/1

gaz vecteur:

He, 40 ml/min

La composition des gaz est établie au moyen d’un chromatographe Gow Mac
552 muni d’un détecteur a conductibilit¢ thermique, dans les conditions suivantes:

colonne: Carbosiev B
volume échantillon: 0,5 ml
temp. colonne: 100° C
temp. injecteur: 80° C
temp. détecteur: 100° C

gaz vecteur: 25 ml/min

Pour ces deux types d’analyses, I’enregistrement et les calculs sont faits au
moyen d’un intégrateur Hewlett-Packard.

RESULTATS ET DISCUSSION

Le digesteur est immergé dans un bain thermorégulé a 35° C. Le
démarrage de la digestion se fait par I'introduction simultanée de 2,5 litres
de boues fraiches a I’entrée et 2,5 litres de boues digérées en anaérobiose
a la sortie, permettant ainsi I’établissement d’un «gradient de digestion»
le long du tunnel.

Par la suite, la digestion est maintenue en mode semi-continu et le
volume de la charge journali¢re déterminé de fagon a obtenir une produc-
tion maximale de gaz dans le compartiment central (C4). En augmentant
régulierement ce volume de 0,1 1/j a 0,5 1/j sur une période de 10 jours, la
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production maximale de gaz, qui, au debut, se manifestait dans le second
compartiment, a €té repoussee jusqu’au 4, ou elle s’est maintenue durant
5 jours; une situation d’équilibre était ainsi atteinte. Les résultats présen-
tés (fig. 3 et 4) décrivent cet état 24 heures apres la derniére charge. Les
mesures du potentiel d’oxydoréduction n’ont qu’une valeur relative, I'im-
mersion des ¢lectrodes dans un milieu aussi complexe que les boues
d’épuration ayant faussé leur étalonnage.

ACIDES GRAS VOLATILS

mqg/1

-
MMNIINEN
ARIIIINEN

V, A
1508 | / <
R / ' %
PROP  ypsah / % % %
777 %/ 7 / / / 7
. | [£4 Y /
ACET // A v v
Z
B
:I a 1 2 3 4 5 6 7
COMPARTIMENTS
Fig. 3. Distribution des acides volatils organiques dans les 7 compartiments du digesteur
ACET: acide acétique N-BUT: acide n-butyrique
PROP: acide propionique I-VAL: acide iso-valérique
I-BUT: acide iso-butyrique N-VAL: acide n-valérique.

Entre I’analyse des boues avant leur introduction et apres 24 h de stage
dans le premier compartiment, on constate une forte production d’acides
gras volatils (fig. 3), ainsi qu’un sensible abaissement du pH (fig. 4). Entre
les compartiments 2 et 4, on note une ¢élévation du pH, de la production
de gaz et de sa teneur en méthane, conjointement a une baisse importante
de la teneur en acides gras volatils et du potentiel d’oxydoréduction. Dans
les compartiments suivants, le pH se stabilise, tandis que la production du
gaz baisse sensiblement. Parmi les acides gras volatils, on constate que
’acide propionique est dégradé beaucoup plus tardivement que les autres,
une baisse importante de sa concentration n’intervenant que dans le
dernier compartiment.
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Fig. 4. Evolution, dans les 7 compartiments du digesteur, du potentiel d’oxydoréduction, du

pH, de la production et de la composition du gaz.

L’activité des bactéries responsables de ’acidogénése est donc maxima-
le dans le premier compartiment. Dés le second, s’installe une bonne
activiteé acétogéne et méthanogeéne (abaissement de la teneur en acides
volatils et production importante de biogaz). Cette activité est optimale
dans le quatrieme compartiment, conjointement a ’obtention d’un pH
neutre et d’'un bas potentiel rédox, conditions particuliérement favorables
aux bactéries méthanogenes, profondément anaérobies. L’élimination des
substrats le plus facilement métabolisables entraine dés le cinquiéme
compartiment une baisse de la production de gaz, tandis que la proportion
du meéthane continue d’augmenter. La permanence de I'acide acétique
jusque dans les derniers compartiments s’explique par le fait qu’il est un
intermédiaire de la transformation des autres acides gras a plus longue
chaine, dont certains (comme 1’acide propionique) sont dégradés relative-
ment lentement.
En conclusion, ce type de digesteur permet d’observer une distribution
spatiale des phénomenes biologiques caractérisant le processus de la
digestion anaérobie des déchets organiques complexes. Les premiers résul-



tats sont encourageants. Ils permettent d’imaginer des modifications (al-
longement du tunnel, multiplication des compartiments) en vue de ’obten-
tion d’une meilleure séparation des différentes phases. En particulier, il
devrait étre possible de limiter, voire de supprimer toute activité méthano-
géne dans la premiére partie du réacteur.
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Résume

Un digesteur anaérobie de laboratoire, muni de chicanes et fonctionnant sur le
principe du «tunnel», a été réalisé. Un essai en semi-continu avec des boues
d’épuration a montré qu'un tel systéme permet, dans une certaine mesure, d’obte-
nir une distribution dans I’espace des phénomeénes intervenant dans le processus de
digestion des substrats organiques complexes et de leur conversion en biogaz.

Summary

An anaerobic, laboratory-scale « plug flow» digestor with staggered inner walls
was designed. It was run semicontinuously with sewage sludge as substrate. The
results showed that such a system allowed to a certain extent to reach a spatial
distribution of phenomena associated with the degradation of complex organic
substrates and their conversion to biogas.
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