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Psaumes 121
5 L'Eternel est celui qui te garde, L'Eternel est ton ombre a ta main droite.
¢ Pendant le jour le soleil ne te frappera point, Ni la lune pendant la nuit.
7 L'Eternel te gardera de tout mal, Il gardera ton ame ;
8 'Eternel gardera ton départ et ton arrivée, Dés maintenant et & jamais.

A mon Dieu Eternel

A mon cher Liban

A ma famille

Je vous dédie cette thése.
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Résumé

La digestion anaérobie représente un élément clé dans la dynamique de développement durable
contribuant a la valorisation verte des déchets organiques sous forme de biogaz et d'engrais.
Dans le cadre de ce travail de these franco-libanais, nous cherchons a valoriser le marc de raisin,
déchet majeur et principal sous-produit issu de la viniculture, par la digestion anaérobie, afin
de générer de 1’énergie dite verte sous forme de méthane. Dans un premier temps, le potentiel
méthane du marc de raisin est démontré, validant notre biomasse végétale comme source
potentielle d’énergie. Des informations détaillées sur les productions maximales de méthane a
partir du marc entier, des pulpes et des pépins, séparément, sont obtenues en mode batch a
37 °C. La faisabilité technique du procédé est alors validée suite a une extrapolation au mode
continu. De plus, des essais d’acclimatation du digesteur continu a la température moyenne de
la vallée de la Bekaa (25 °C) permettent de simuler et d’adapter le systéme au milieu libanais.
D’autre part, nous avons mené une caractérisation bio-physico-chimique de différents cépages
de marcs de raisins en provenance de différentes régions viticoles. La diversité du contenu
lignocellulosique et du potentiel méthanogene des substrats choisis a été mise en évidence. Une
corrélation négative existe, en particulier, entre le potentiel méthane et les teneurs en lignine et
en cellulose. Afin d’intensifier la production de méthane, le dimensionnement des digesteurs
anaérobies en mode continu est optimisé en déterminant un optimum de fonctionnement pour
une charge appliquée de 3,7 kg DCO m™ jlet un temps de séjour de 20 jours. Enfin, nous
évaluons les effets d’une variété de prétraitements (congélation, traitement alcalin, traitement
acide, ultrasons et champs électriques pulsés) sur la production de méthane et sur la
biodégradabilité des fractions. Le couplage du traitement alcalin a 10% NaOH avec la

congélation a -20 °C s’avére étre le meilleur procédé d’intensification.

Mots clés

Digestion anaéerobie, marc de raisin, potentiel méthanogéne, biodégradabilité, mode batch,

digesteur continu, fractions lignocellulosiques, intensification du procedé, prétraitements.
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Abstract

Anaerobic digestion is considered to be a crucial part of a sustainable development strategy,
contributing to the green valorization of organic waste as biogas and fertilizers. As part of this
doctoral thesis, we explored the valorization of grape pomace, the major waste and main by-
product of winemaking, by anaerobic digestion, to generate green energy in the form of
methane. Firstly, the methane potential of grape pomace is demonstrated, validating our vegetal
biomass as a potential source of energy. Detailed information on the maximum production of
methane from whole pomace, pulps and seeds are obtained in batch mode at 37 °C. The
technical feasibility of the process is then validated following an extrapolation to the continuous
mode. Moreover, the acclimation of the continuous digester at the average temperature of the
Begaa valley (25 °C) allowed to simulate and adapt the current system to the Lebanese
environment. On another note, we carried out a bio-physico-chemical characterization of
different grape varieties from different wine-growing areas. The diversity of the lignocellulosic
content and the methane potential of the selected substrates was highlighted. A negative
correlation exists, in particular, between the methane potential and the lignin and cellulose
fractions. In order to intensify methane production, we conducted an optimization of anaerobic
digesters dimensioning in continuous mode by determining an optimum of operation for an
applied load of 3.7 kg COD m™ d! and a residence time of 20 days. Finally, we evaluated the
effects of a variety of pretreatments (freezing, alkaline treatment, acid treatment, ultrasounds
and pulsed electric fields) on the methane production and the biodegradability of lignocellulosic
fractions. The coupling of the alkaline treatment using 10% NaOH with freezing at -20 °C

seems to be the best intensification process.

Keywords

Anaerobic digestion, grape pomace, methane potential, biodegradability, batch mode,

continuous digester, lignocellulosic fractions, process intensification, pretreatments.
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Abréviations

ACP : Analyse en Composantes Principales

ACV : Analyse de Cycle de Vie

AD : Anaerobic Digestion

ADF : Acid Detergent Fiber

ADL : Acid Detergent Lignin

AGV : Acides Gras Volatils

AGLC : Acides Gras a Longues Chaines

AMPTS : Automatic Methane Potential Test System
APOH : Bactéries acétogeénes productrices obligées d’hydrogene
AVT : Acidité Volatile Totale

BMP : Biochemical Methane Potential

CDR : Conseil pour le Développement et la Reconstruction
CEP : Champs Electriques Pulsés

COD : Chemical Oxygen Demand

COA : Charge Organique Appliquée

CSTR : Continuous Stirred Tank Reactor

DCO : Demande Chimique en Oxygene

FISH : Fluorescence In Situ Hybridization

GNV : Gaz Naturel pour Véhicules

GP : Grape Pomace

HPLC : Chromatographie Liquide a Haute Performance
HRT : Hydraulic Retention Time

IFV : Institut Francais du Vin de la Vigne
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EL ACHKAR 2017 8

Méthanisation de marc de raisin. Caractérisation et optimisation du procédé et des prétraitements Jean El Achkar 2017



LIRA : Lebanese Industrial Research Achievement
MB : Matiere Brute

MO : Matiére Organique

MS : Matiere Séche

Mtep : Million de tonnes équivalent pétrole
MV : Matiére Volatile

NDF : Neutral Detergent Fiber

NL : Normal Liter

Nm? : Normal cubic meter

OIV : International Organization of Vine and wine
OLR : Organic Loading Rate

PC : Principal Component

PCI : Pouvoir Calorifique Inférieur

PCR : Polymerase Chain Reaction

RMSPE : Root Mean Square Percentage Error
STEP : Boues des stations d’épuration

TAC : Titre Alcalimétrique Complet

TS : Total Solids

TSH : Temps de Séjour Hydraulique

TVA : Total Volatile Acidity

UASB : Upflow Anaerobic Sludge Blanket
US : Ultrasons

VS : Volatile Solids

Z : Indice de désintégration
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Depuis de nombreuses années, la production de déchets organiques est en augmentation
constante en raison de pratiques d’¢levage, d’industrialisation, de procédés de traitement et de
collecte des déchets de plus en plus intenses. La gestion de ces déchets est devenue un enjeu
environnemental majeur. Elle est ainsi de plus en plus orientée vers la valorisation et le
recyclage. Pour répondre a ces enjeux environnementaux, des procédés biologiques de
traitement et de valorisation sont mis en ceuvre, notamment la méthanisation (digestion

anaérobie).

La production de méthane par digestion anaérobie est considérée comme 1’une des voies
contribuant a la réduction de notre dépendance vis-a-vis des énergies fossiles. Elle se présente
comme une approche prometteuse et puissante pour I’exploitation durable des ressources

organiques naturelles, envisageant ainsi un avenir bioéconomique.

D’autre part, la vitiviniculture est considérée de nos jours comme 1’une des activités agricoles
les plus importantes a I’échelle mondiale, en particulier en France et au Liban. Cependant, les
déchets et les coproduits générés par ce secteur, s’accumulent en quantité importante tout au
long de I’année. Ceci ouvre ainsi la voie a des moyens de gestion, de traitement et de

valorisation nombreux et variés.

Dans le cadre de ce travail de thése franco-libanais, nous nous intéressons a explorer la
valorisation du marc de raisin, déchet majeur et principal sous-produit de la vinification, par la

digestion anaérobie, afin de générer de 1’énergie dite verte sous forme de méthane.
Le plan de travail de cette thése est articulé autour de 4 objectifs principaux :

Nous visons dans un premier temps analyser le procédé de méthanisation de marc de raisin dans
un digesteur parfaitement mélangé (CSTR) a 37 °C afin de mieux comprendre la faisabilité
technique du procédé a une échelle industrielle. Des essais d’acclimatation du digesteur de
37 °C a la température moyenne de la vallée de la Bekaa (25 °C) sont envisagés en vue de

simuler et adapter le systeme aux milieux libanais.

Le deuxiéme objectif consiste a accomplir une caractérisation bio-physico-chimique de

différents cépages de marcs de raisins en provenance de différentes régions viticoles. Cette
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caractérisation sera suivie d’une détermination de la biodégradabilité anaérobie de chaque
cepage et des potentiels méthanogénes correspondants. Enfin, les corrélations possibles entre
les fractions biochimiques et les potentiels méthanogénes seront évaluées et largement étudiées.

Afin d’optimiser le processus en mode continu, Nous nous intéressons a évaluer les effets de la
charge organique appliquée et du temps de séjour hydraulique sur la productivité du digesteur.
Les conditions qui permettent a la fois d’assurer un taux de dégradation optimal du marc de

raisin et une productivité optimale de méthane sont a déterminer.

L’intensification de la production de méthane est indispensable pour compléter le schéma
d’optimisation. Nous cherchons alors a mettre en ceuvre différents prétraitements chimiques ou
mécaniques en amont de la digestion anaérobie du marc de raisin. Les effets correspondants sur
la production de méthane et sur la biodégradabilité des fractions lignocellulosiques sont

évalués.

Enfin, la valorisation au Liban de coproduits industriels ne peut se parfaire sans un transfert
technologique d’expertise au sein de la communauté. Dans ce but, nous mettrons en place une
premiere unité de méthanisation en mode batch, au sein de la faculté des sciences. Ainsi, nous
contribuerons a la dynamique établie au sein de la faculté visant un développement durable sur
I’ensemble de la chaine de valeur des coproduits industriels. La production d’énergie a partir
de déchets organiques étant 1’ultime objectif de ce travail de recherche, pour une société verte

au niveau de I’environnement et de 1’économie.

EL ACHKAR 2017 21

Méthanisation de marc de raisin. Caractérisation et optimisation du procédé et des prétraitements Jean El Achkar 2017



Chapitre |

Synthese bibliographique

Méthanisation de marc de raisin. Caractérisation et optimisation du procédé et des prétraitements Jean El Achkar 2017



Chapitre 1 - Syntheése bibliographique

|. Chapitre | : Synthese bibliographique

I.1.  Gestion des déchets organiques : problématiques et
enjeux

1.1.1. Etat des lieux en France et au Liban

La production de déchets organiques en France représente environ 47 millions de tonnes
(ADEME, 2015). En fait, d’apres I’article L. 541-1 du code francais de 1’environnement, un
déchet est défini comme étant "tout résidu d'un processus de production, de transformation ou
d'utilisation, toute substance, matériau, produit ou plus généeralement tout bien abandonné ou

que son détenteur destine a I'abandon"”.

De nos jours, plusieurs filieres principales de gestion des déchets sont mises en place en France
: le tri pour le recyclage, les traitements biologiques (compostage et méthanisation), les
traitements thermiques (principalement I’incinération) et le stockage. L'évolution de la
réglementation et la prise de conscience écologique ont favorisé 1’augmentation des taux de
recyclage, du compostage et de la méthanisation des déchets, tout en diminuant les quantités
stockées en décharge (Figure 1).

Millions de tonnes
D

Déchets stockés
(-24 %)

Déchets incinérés
(+21 %)

Déchets triés
(+98 %)

Déchets compostés
(+ 65 %)

Déchets méthanisés
0 0, J 0 0
u-@ . . . : @ (+522%)

2000 2002 2004 2006 2008 2010 2012

Figure 1. 1 : Evolution des tonnages de déchets traités en France, selon la nature du traitement
(ADEME, 2015)

Malheureusement, la situation au Liban est loin du schéma frangais, marquant une crise
dans I’histoire du pays. En fait, le probléeme des déchets solides au Liban demeure une

préoccupation majeure avec I’absence d’une solution a long terme. La croissance
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démographique, le rétrécissement des superficies et 1’absence de stratégies et/ou politiques
nationales ont provoqué une crise majeure dans le pays. Jusqu’a nouvel ordre, et en 1’absence
de consensus sur les questions clés liées a la gestion des déchets, le gouvernement libanais
comptait sur les mesures d’intervention d’urgence. Avec presque 5 millions d’habitants, le
Liban génére environ 2,04 millions de tonnes de déchets par an (SWEEP-NET, 2014) ; plus
que la moitié (53 %) étant composée de déchets organiques (Figure 2a). Une augmentation
rapide de la production des déchets est prévue ; elle atteindrait 2,9 millions de tonnes vers 2035
(Figure 2b). D’autre part, on estime aujourd’hui que 48% des tonnes produites sont mises en
décharge, 29% sont jetées dans des terrains vagues alors que les 23% restantes sont récupérées
pour le tri et le compostage (Figure 2¢) (SWEEP-NET, 2014).

Estimation de la production

des déchets au Liban o )
Gomposition des déchets (en millons de tonnes) Destination des déchets
au Liban %)

au Liban %) 350

300

mDéchet organique

m Papier/carton 250
Plastique 200
mMétal 150

m\Verre
m Divers 1,00
050

(a) " s wm ms ww ms (D) (c)

| Décharge sanitaire

M Recyclage

mDécharge sauvage
Compost

=

@

Figure 1. 2 : Situation des déchets au Liban. (a) Composition, (b) Estimation de production, (c)
Destination finale (SWEEP-NET, 2014)

1.1.2. Vers des sources d’énergie verte

De nos jours, la demande énergétique ne cesse de croitre, a 1’échelle mondiale : de 5
000 Mtep en 1970, elle est passée a 12 000 Mtep en 2010. En raison de la croissance
démographique et économique, elle pourrait plus que doubler d’ici 2050 par rapport au niveau
de 2010 (MIEEN, 2012). Les énergies fossiles, en téte desquelles se place le pétrole, suivi du
gaz naturel et du charbon, comptent maintenant pour plus de 80% de I’offre (MIEEN, 2012).
Cela souléve la question de la durabilité d’une telle dépendance, compte tenu de la limitation
des ressources et des difficultés inhérentes a leur exploitation. En outre, le défi du changement
climatique impose la réduction des émissions carbonées a 1’échelle planétaire au plus vite. Ces
enjeux ont fait I’objet du protocole de Kyoto mis a jour en 2012, visant a réduire les émissions
mondiales de gaz a effet de serre, et plus récemment de la 21°™ conférence des parties (COP21)

tenue a Paris en décembre 2015.
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Dans ce cadre-la, la valorisation des déchets organiques permet la transition énergétique
a partir de combustibles fossiles vers des sources d'énergie verte. De plus, la méthanisation est
une des technologies vertes les plus encouragées. En effet, elle permet la production de biogaz
qui peut étre récupeéré sous différentes formes (€électricité, chaleur, injection dans le réseau de
gaz naturel). Par ailleurs, le digestat, produit solide de la méthanisation, offre également une
alternative aux engrais minéraux dont la synthése est consommatrice d'énergie et de ressources
chimiques (Moletta, 2015).

En plus de son role apparent dans la transition vers des énergies renouvelables, la méthanisation
permet des réductions excédentaires dans les émissions de gaz a effet de serre, ce qui en fait
une technologie unique. Par conséquent, elle fournit une bonne réduction des équivalents de
dioxyde de carbone par unité d'énergie produite. Le méthane est un gaz a effet de serre puissant
avec un potentiel de réchauffement global 25 fois supérieur a celui du dioxyde de carbone.
Ainsi, lorsque le biogaz capturé est brilé, le méthane est converti en dioxyde de carbone et en
eau, ce qui empéche ses émissions fugitives dans 1’atmosphére et réduit son impact

environnemental négatif (Bracmort, 2011).

Compte tenu des ressources énergétiques valorisables grace a cette filiere, estimées a 15 Mtep
(MIEEN, 2012), I’énergie produite par méthanisation en France pourrait éventuellement
représenter 17% de la quantité d’énergies renouvelables a atteindre a 1’horizon 2030 ; le biogaz

étant désormais une ressource énergétique incontournable.

En ce qui concerne le Liban, le Conseil pour le Développement et la Reconstruction (CDR)
prévoit I’exploitation de plusieurs usines de traitement de déchets. Ce projet nécessite dans un
premier temps de mener une étude de qualification et de quantification des déchets produits, et
dans un deuxiéme temps de proposer et d’implémenter des solutions de traitement
respectueuses de 1’environnement, telles que la méthanisation. Cette derniére générera, une fois
intégrée dans les fermes, les usines et les municipalités libanaises, la production décentralisée
d’électricité a partir du biogaz produit. De plus, elle offre aux localités libanaises la possibilité
de participer a la diminution des polluants atmosphériques émis et surtout d’initier une politique

nationale, encore inexistante, en termes de développement durable.

Dans le cadre de cette collaboration franco-libanaise, nous avons choisi comme point de départ,
de concentrer nos efforts sur les déchets issus de la vinification et en particulier le marc de raisin

pour une valorisation énergétique par méthanisation.
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1.2.  Sous-produits issus de la vinification : cas des marcs
de raisins

1.2.1. Activité viti-vinicole en France et au Liban

Le raisin est parmi les fruits les plus cultivés dans le monde. Selon une estimation
rapportée par I'organisation internationale de la vigne et du vin, sa production globale a totalisé
75 millions de tonnes en 2014, pour une production de vin affichant 271 millions hectolitres (9-
10 millions de tonnes) (O1V, 2015). Cette activité est développée dans de nombreux pays et, a
partir de 2014, 46 états deviennent membres de I'Organisation Internationale de la Vigne et du
Vin.

La France a toujours été considérée comme 1’un des principaux producteurs de vin, a I’échelle
mondiale. La diversité du climat, associée a une large variété geologique de terroirs, ont
renforcé la culture nationale de la vigne et la production de grands vins. En 2014 et 2015, La
France a occupé la premiere et la deuxieme place des pays producteurs de vin dans le monde,
respectivement. En fait, en 2015 et avec 47,4 millions d’hectolitres de vins produits, elle céde
sa place de leader dans la production mondiale pour I’Italie qui a enregistré une production

totale de 48,9 millions d’hectolitres (Les synthéses de FranceAgriMer, 2016).

Le vignoble francais est réparti sur 80 départements et comprend 16 grands vignobles. Parmi
les grands terroirs, citons les régions de Bordeaux, de la Bourgogne, du Rhone, de la
Champagne et de la Loire. Sur plus de 200 cépages, une dizaine représente plus des deux tiers
de la surface plantée en vignes. Les cépages principaux de raisins rouges sont le Pinot noir, le
Merlot, le Carignan, le Cabernet Sauvignon, le Grenache et le Syrah. Parmi les cépages de
raisins blancs on trouve le Chardonnay, I’Ugni et le Chenin (Bilan de I’Institut Frangais du Vin

et de la Vigne).

D’autre part, le Liban dispose d’un milieu naturel favorable a la production de raisin a haut
potentiel cenologique. En effet, les conditions pédologiques, climatiques et parasitaires sont tres
favorables a la culture de la vigne qui représente la quatrieme production fruitiere du
pays (FAOSTAT, 2014). Aujourd’hui, la viticulture au Liban demeure une activité économique
a part entiére, tant pour la production de raisin de table que pour la production de raisin de cuve
destiné a la réalisation de vin et d’arak. La production libanaise de raisins a été estimée a 87 130
tonnes en 2013 (FAOSTAT, 2014) ; avec une surface cultivée pour la production de raisins de

cuve de 2000 ha, résultant en une production annuelle d’environ sept millions de bouteilles de
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vin (Union Vinicole du Liban). En effet, le nombre de producteurs de vins a remarquablement

augmenté, passant de 5 en 1998 a plus de 30 en 2014 (Lebanon wine regions, 2014).

Les terroirs viticoles se situent a Batroun, Kfifane, Majdel Maouche, Jezzine et Bekaa.
Cependant, il convient de noter que la majorité des raisins destinés a la production de vin est
cultivée a la Bekaa Ouest et les hauteurs de Zahlé. Plusieurs cépages de raisins rouges sont
produits parmi lesquels nous citons le Cabernet Franc, le Cabernet Sauvignon, le Syrah, le
Marselan, le Cinsault, le Grenache et le Tempranillo. En outre, parmi les cépages de raisins
blancs on trouve le Chardonnay, le Sauvignon Blanc, le Muscat, 1’Obeideh et le Viognier
(Union Vinicole du Liban).

1.2.2. De la viticulture aux marcs de raisins

1.2.2.1. Etapes générales de la vinification

La vinification est I’ensemble des techniques utilisées pour transformer le raisin en vin.

La vinification « en rouge » pour produire du vin rouge sera détaillée par la suite (Figure 3).

Ce procédé commence par la vendange, étape stratégique pour la détermination de la qualité du
vin. Elle est décidée en se basant sur I’équilibre entre le taux de sucres et I’acidité des baies de
raisin (suivi de la maturité technologique), ainsi que sur le taux maximal de composés
phénoliques extractibles (suivi de la maturité phénolique). L’égrappage sépare les baies de
raisin de leurs grappes en éliminant les rafles (éraflage) et en écrasant les raisins afin de libérer
la pulpe et le jus, appelé modt (foulage). Le modt et les parties solides sont mises en cuves pour
le processus de macération et par suite I’ensemble est mélangé (encuvage et pigeage). Le «
chapeau de marc » (constitué de parties solides) est enfoncé dans le moQt qui est pompé a son
tour et réintroduit par le haut (remontage). Cette étape permet I’introduction de 1’oxygene de
I”air dans le mott afin de faciliter I’extraction des anthocyanes et des tanins ainsi que d’accroitre
la macération. Ensuite, la fermentation alcoolique transforme les sucres en alcool éthylique sous
I’action des levures fermentaires (Saccharomyces cerevisiae). Cette étape qui dure en moyenne
4 a 10 jours, s’accompagne de dégagement carbonique et d’'une augmentation de la température

de la cuve.

Ultérieurement, le vin est écoulé par gravité (vin de goutte) dans une autre cuve (écoulage et
décuvage). Le marc (ensemble des parties solides du raisin) est récupéré afin d’étre pressé
(pressurage). C'est le « vin de presse » plus riche en couleur et en tanins. Le vin de goutte et le

vin de presse sont maintenant assemblés avant I’élevage ; cet ensemble a un aspect trouble. Les
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particules les plus lourdes (les bourbes et les lies) se déposent au fond de la cuve et seront
éliminées (débourbage). Le vin devenu clair est mis dans les fats pour la fermentation
malolactique qui transforme 1’acide malique en acide lactique tout en diminuant I’acidité du
vin. Ce dernier est soutiré afin d’¢éliminer tous les dépdts solides restants. Par ailleurs, le SO2
est ajouté de facon a favoriser la solubilisation des tannins, inhiber les enzymes provoquant
I’oxydation et protéger le vin des levures et des bactéries (sulfitage). Pour une évolution
structurelle et aromatique, le vin est conservé pour plusieurs mois. L’élevage permet ainsi
I’échange a travers (transfert de dioxygene) et avec le bois (transfert de molécules). Par suite,
il est soutiré a nouveau en cuve. Les vins issus d’une méme ou de plusieurs parcelles sont
assemblés afin de préparer les cuvées a la mise en bouteilles. Si nécessaire, une colle protéique,
minérale ou synthétique est rajoutée pour entrainer les particules en suspension vers le fond.

Finalement, avant d’étre mis en bouteille, le vin est parfois filtré pour le rendre limpide et

brillant.
Egrappage :
(Eraflage) Pigeage
Vendange Foulage Encuvage Remontage
/2

Ecoulage Fermentation
Pressurage Décuvage alcoolique

Marc de raisin m“%hj /J\J | % j

Assemblage Fermentation Soutirage
Débourbage malolactique Sulfitage
i % l cO, '
- -J,ﬂ . y -
- i A V
Soutirage l
Filtration et Collage Assemblage i
mise en . <% Elevage
bouteilles ERRE ) ‘ o

Figure I. 3 : Etapes générales de la vinification en rouge (adaptée de la Vinification du vin rouge de
Bourgogne)
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1.2.2.2.  Marc de raisin, sous-produit de la viticulture

Les marcs de raisins, les bourbes et les lies de fermentation sont les sous-produits
dérivés de la vinification. Les bourbes sont les résidus issus du stockage des modts de raisins.
Les lies sont principalement formeées de levures et de particules solides accumulées au fond des
contenants de fermentation ou de stockage (Pérez-Serradilla et de Castro, 2008). Dans ce
travail, nous nous intéressons en particulier au marc de raisin, déchet majeur (62 % des déchets

totaux) et principal sous-produit de la vinification (Schieber et al., 2001).

Les marcs de raisins sont constitués essentiellement de pellicules, de pépins et de rafles, restant
aprés 1’étape de pressurage des raisins blancs ou rouges (Crespo et Brazinha, 2010). lls
constituent environ 20% du poids des raisins utilisés pour la vinification, ce qui génere presque
9 millions de tonnes par an (Laufenberg et al., 2003). En France, la production annuelle de marc
de raisin est actuellement d’environ 700 000 tonnes et sa collecte est organisée pour le transport
depuis les exploitations viticoles vers les distilleries. La production annuelle au Liban est
estimée a 1600 tonnes. Ce chiffre semble relativement faible mais il convient de noter que cette
quantité est majoritairement localisée dans la plaine de la Bekaa (50% issus de deux grands

producteurs viticoles). De plus, la valorisation de ce coproduit est inexistante dans le pays.

1.2.2.3. Polymeres de la matrice lignocellulosique

Une description de la structure des polysaccharides composant les cultures
lignocellulosiques, en particulier les marcs de raisins, est nécessaire pour comprendre les
obstacles a leur méthanisation. Les parois cellulaires de ces cultures consistent en un
assemblage de fibres de cellulose dont la cohésion est assurée par un ciment organique, la
lignine. Le troisieme composant majeur de la paroi est un polysaccharide ramifié ; les

hémicelluloses. Enfin, les composants non structuraux sont dénommeés extractibles.

1.2.2.3.1. Cellulose

La cellulose correspond a un polymeére linéaire constitué¢ d’unités B-D-glucopyranose
liees entre elles par des liaisons B-1,4-glycosidique (Figure 4). Le degré de polymérisation
moyen de la cellulose, correspondant au nombre de motifs de f-D-glucopyranose, est de 1’ordre
de 10 000.
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Unité B-D-glucopyranosique

Unité cellobiose

Figure 1. 4 : Structure de la cellulose

Le chevauchement de ces molécules entre elles par des liaisons hydrogenes crée des
microfibrilles dans lesquelles certaines régions sont hautement ou moins ordonnées (régions
cristallines vs régions amorphes) (Figure 5) (Emsley et Stevens, 1994; Klemm et al., 2005). Les
microfibrilles de cellulose sont imbriquées dans une matrice d'hémicelluloses et de lignine, le

tout constituant la paroi cellulaire.

Région cristalline Reégion amorphe

__va/‘f\\/\
W
Microfibrilles de cellulose RS

Figure I. 5 : Représentation schématique des zones cristallines et amorphes de la cellulose

1.2.2.3.2. Hémicelluloses

Les hémicelluloses assurent un role structural dans les plantes lignocellulosiques
comme lien entre les différentes microfibrilles de la paroi cellulaire. Elles sont capables de
développer des liaisons hydrogéne avec la cellulose et peuvent étre liées de maniére covalente
a la lignine (Fang et al., 2000 ; Zu-shan et Paszner, 2009). Les hémicelluloses sont des
hétéropolysaccharides constitués de cing sucres monomeres principaux : le L-arabinose, le D-
glucose, le D-xylose, le D-mannose, le D-galactose (Figure 6). Dans leur état natif, elles sont
de nature amorphe non cristallisable et sont des polymeres ramifiés de faible poids moléculaire
(avec un degré de polymérisation de 1’ordre de la centaine) ce qui facilite leur hydrolyse (Sun
etal., 1996).
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D-Xylose D-Arabinose D-Mannose D-Galactose

Figure 1. 6 : Principaux glucides constituant les hémicelluloses

1.2.2.3.3. Lignine

La lignine représente la fraction non saccharidique la plus importante des fibres dans
les plantes lignocellulosiques. C’est un polymeére polyphénolique amorphe formé par le
couplage aléatoire de trois unités de phénylpropanoides principales (Figure 7) : 1’alcool p-

coumarylique, ’alcool coniférylique et 1’alcool sinapylique (Buranov and Mazza, 2008).

CH,0H Gt 0H CH ,0H
CH : CH
| it I
CH CH -
H,CO i
©\OCH , 3 OCH ;
OH oH OH
Alccol p-coumarylique Alcocl coniférylique Alcool synapylique

Figure I. 7 : Alcools précurseurs de la lignine

Les nombreuses fonctions hydroxyles présentes conféerent a la lignine une grande réactivité. Par
contre, leur accessibilité est limitée par la structure complexe du réseau moléculaire et par la
distribution de ce polymere parmi les autres constituants de la paroi cellulaire (Boerjan et al.,
2003). En fait, de nombreuses interactions moléculaires sont établies par la lignine via des
liaisons de faible énergie, telles que les liaisons hydrogéne, ou de forte affinité telles que les
liaisons covalentes avec les hémicelluloses (Buranov et Mazza, 2008). De plus, dans les cultures
herbacées, les acides hydroxycynnamiques (acides p-coumarique et férulique) sont fixés a la
lignine et aux hémicelluloses par l'intermédiaire de liaisons esters et éthers formant ainsi des
complexes lignine-carbohydrates rigides (Baucher et al., 1998 ; Sun et al., 2002). En raison de
cette particularité chimique, il est difficile d'extraire la lignine sous sa forme pure. Notons que
plusieurs équipes de recherche ont montré qu’elle n’est pas biodégradable en milieu anaérobie

(Jimenez et al., 1990 ; Kirk et Farrell, 1987).

1.2.2.3.4. Extractibles

Les extractibles sont des composés situés dans la partie non lignocellulosique. Ils
comprennent les polyphénols, les huiles, les terpenes, les glyceérides, les cires, les protéines et
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les sucres. Il est important de noter que des teneurs élevées en polyphénols sont généralement
reconnues comme inhibitrices de la croissance bactérienne et sont susceptibles d’entraver la

bonne conduite du procéde de méthanisation (Kayembe, 2013 ; Obied et al., 2013).

1.2.3. Valorisation des marcs de raisins

Pendant des décennies, la valorisation des marcs de raisins a été minime, avec de grandes
quantités abandonnées dans les terrains. En effet, les vendanges sont réalisées sur une période
tres courte, ce qui amplifie la concentration des sous-produits générés dans la zone de décharge.
Ceci peut étre préjudiciable a I'environnement, en raison de I'accumulation de composés
phénoliques et de tanins qui abaissent le pH du marc provoquant ainsi une résistance accrue a
sa dégradation biologique (Bustamante et al., 2008). Actuellement, le marc est utilisé comme
amendements et engrais organiques (Alipour et Rouzbehan, 2007 ; Ferrer et al., 2001). Son
contenu phénolique, richement bioactif, est extrait pour ses propriétés anti-oxydantes, anti-
inflammatoires, antimicrobiennes, antimutagénes et anticancéreuses (Alvarez et al., 2012 ; El
Darraetal., 2013, 2012 ; Rajha et al., 2014 ; Ruberto et al., 2007). D’autres voies d’utilisation
sont également possibles, notamment pour la production de tartrate de chaux, d’alcool, d’huile,

de colorants naturels, etc. (Figure 8).

Les méthodes de valorisation actuelles du marc de raisin sont insatisfaisantes et ne peuvent
absorber qu'une faible proportion des déchets générés (Dwyer et al., 2014). Dans ce travail,
I”attention scientifique est accordée a la valorisation de ce coproduit vinicole par méthanisation
afin de générer de 1’énergie, dite verte, sous forme de méthane. En 2010, la production de biogaz
de certains marcs de raisins en provenance d'ltalie a été évaluée. Les résultats expérimentaux
ont mis en évidence leur potentiel énergétique important (Dinuccio et al., 2010). En 2012, une
recherche a été menée pour développer un modele d'équilibre thermodynamique de la digestion
anaérobie du marc de raisin qui prédira la production du biogaz et sa composition. Les résultats
de simulation montrent qu'il est possible d'obtenir environ 94 kWh par tonne de ce déchet,
couvrant jusqu'a 45% des besoins energétiques du procédé de vinification (Caceres et al., 2012).
D’autre part, 1'Institut Francais du Vin de la Vigne (IFV) a organisé une étude expérimentale
nationale sur les techniques de valorisation de ces sous-produits, y compris la digestion
anaérobie. Les résultats ont montré une variabilité de la production de biogaz en fonction de
nombreux facteurs tels que la couleur, l'origine et la méthode de stockage des raisins
(Lempereur, 2014).
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Figure 1. 8 : Valorisation des marcs de raisins et principaux usages (adaptée de Institut Francais de la
Vigne et du Vin, 2013)

|.3.  Production d’énergie verte par digestion anaérobie

1.3.1. Historique et aspects généraux

L’histoire de la digestion anaérobie a commenceé en 1682 avec Robert Boyle et Denis Papin qui
ont découvert que la décomposition des cadavres d’animaux et des plantes produisait un gaz
(Ranalli, 2007). En 1776, Alessandro Volta a décrit « I'air inflammable des marais, un air qui
brale tres lentement avec une belle flamme bleue » et a mis en avant les conséquences d'un
ensemble complexe de réactions chimiques sur la matiere organique dans les milieux pauvres
en oxygene (Figure 9). Entre 1804 et 1810, Dalton, Henry et Davy ont découvert la composition
chimique du méthane et ont affirmé ainsi que ce gaz était semblable au gaz de marais découvert
par Volta. En 1884, Gayon, étudiant auprés de Pasteur, a produit 100 litres de méthane par m?
de fumier par fermentation a une tempeérature de 35 °C. Il a aussi mis en évidence la capacité

de ce gaz a produire de la chaleur et de la lumiére.
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Figure 1. 9 : Gravure présentant Volta collectant du méthane dans les marais d'Angera (Lombardie,
Italie) (Ferry, 1994)

La digestion anaérobie est en effet un phénomeéne complexe qui se réalise spontanément dans
les écosystemes naturels, ou la matiere organique est présente dans un milieu anaérobie, comme
les marais, les lacs, les rizieres, les sediments lacustres et marins, le sol, Il'intestin de
mammiferes, le tractus intestinal de certains termites, etc. (Servant, 1991). De nos jours, la
maitrise de ce processus reste un défi majeur dans différents domaines industriels, afin de
résoudre les problémes environnementaux actuels tels que I'élimination des déchets organiques,
tout en produisant de 1’énergie renouvelable sous forme de méthane. Pour mieux contrdler cette
technologie, il est indispensable de connaitre ses différentes étapes et les principaux acteurs

impliqués.
1.3.2. Voies biochimiques

La digestion anaérobie est divisée en plusieurs étapes biochimiques successives (Figure 10)
qui impliquent différentes communautés bactériennes, dans des conditions bien spécifiques
(Moletta, 2015).

1.3.2.1. Hydrolyse

L’hydrolyse est la premiére étape de conversion qui consiste a dépolymériser la matiere
organique par I’intermédiaire d’enzymes extracellulaires produites par des bactéries
hydrolytiques (Moletta, 2015). Les produits qui résultent de cette étape dépendent des substrats
initiaux. A titre d’exemples, I’hydrolyse des protéines libére des polypeptides et des acides
aminés alors que celle des lipides génére du glycérol, des acides gras volatils (AGV) et des
acides gras a longues chaines (AGLC) (Vidal et al., 2000). La cellulose et les hémicelluloses

sont généralement hydrolysées en leurs monosaccharides constitutifs (glucose, fructose,
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arabinose, ...). La lignine est plus ou moins réfractaire puisqu’elle est résistante a la dégradation
microbienne dans des conditions anaérobies (Jimenez et al., 1990). Cette premiére phase de la
dégradation est souvent considérée comme 1’étape cinétiquement limitante de 1’intégralité du
processus (Eastman et Ferguson, 1981 ; Pavlostathis et Giraldo-Gomez, 1991 ; Veeken et
Hamelers, 1999).

1.3.2.2. Acidogenese

L’acidogenése correspond a la conversion intracellulaire des produits solubles
d’hydrolyse en composés tels que 1’eau, le dihydrogéne, le dioxyde de carbone, les alcools,
I’ammoniac et les acides gras volatils (AGV). Les sept principales espéces d’AGV sont les
acides formique, acétique, propionique, butyrique, isobutyrique, valérique et isovalérique. En
cas de surcharge organique, les bactéries anaérobies acidogénes ont la capacité de se développer
et de produire plus d’AGV. Ces derniers ont une action inhibitrice sur les micro-organismes

acétogenes et méthanogenes et peuvent donc provoquer 1’arrét du processus (Moletta, 2015).

1.3.2.3. Acétogenese

L’acétogenése est I’ensemble des réactions qui conduit a la production d’acétate. Cette
étape est réalisée par deux groupes microbiens consommant respectivement le CO; et les AGV.
Les bactéries acétogenes productrices obligées d’hydrogéne (APOH) convertissent les acides
gras volatils de hauts poids moléculaires et les acides gras a longues chaines, en acétate, dioxyde
de carbone et hydrogene. Les bactéries homoacétogenes produisent de 1’acétate par la réduction
du dioxyde de carbone. Les réactions opérées par les APOH sont thermodynamiquement
impossibles dans les conditions standards (variation d’enthalpie libre positive). Elles ont lieu si
I’hydrogéne produit est consommé conjointement a sa production. Ainsi, une syntrophie étroite
avec d’autres micro-organismes, particulierement les méthanogenes, est nécessaire (Moletta,
2015).

1.3.2.4. Meéthanogenese

Au cours de la méthanogenese, derniere étape du processus, les molécules a 1 ou 2
atomes de carbone sont converties en méthane (Ferry, 1994). Deux voies metaboliques
permettent la production de méthane, a partir de 1’acétate et du couple CO2/H2. Les
microorganismes responsables sont anaérobies stricts et appartiennent au domaine des Archées
(Moletta, 2015). Les methanogénes hydrogénotrophes réduisent le dioxyde de carbone, les

carbonates et les bicarbonates avec le dihydrogéne pour former du méthane et de 1’eau. Les
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méthanogenes acétotrophes convertissent l'acétate en dioxyde de carbone et en méthane. En
digesteur anaérobie, la voie acétotrophe est a ’origine de 65 a 70% du méthane produit

(Pavlostathis et Giraldo-Gomez, 1991).

1.3.2.5. Autres réactions

Dans des conditions anaérobies et en présence de sulfates et/ou de nitrates, deux autres
processus de respiration impliquant de nouveaux groupes bactériens peuvent avoir lieu
(Moletta, 2015). Les bactéries sulfato-réductrices, sont capables d’oxyder des acides gras (dont
I’acétate), des alcools, ou I’hydrogéne, en utilisant les sulfates SO4> et tout en produisant
I’acétate, le dioxyde de carbone et les formes réduites du soufre soit HS™ et H»S. D’autre part,
les bactéries dénitrifiantes, peuvent réduire les nitrates NOz™ afin d’oxyder les mémes types de
substrats que les précédents organismes et de générer des produits associés aux formes réduites
du nitrate tels que NO2", NO, N2O, NH3 et No.

Matiére organique complexe
(polvsaccharides, protéines, lipides)
|

Hydrolyse
1

+

Matiéres organiques solubles
(sucres, acides aminés, glycérol, ...)
T
Acidogénése
1

I .

i Sulfates | i Nitrates |
[P 1 ; . e e e m e = 1
R Acides Gras Volatils, | | 777 1
| A]COOIS, (propionate, butyrate, ) |
1 T 1
Réduction des AL‘(‘I()}_’(‘II(‘\‘C Réduction des
sulfates nitrates

Acétate

————— Méthanogénése -—==

| CH,, H,0 | | CH,, CO, |

Figure I. 10 : Principaux processus de degradation de la matiere organique. B1 = Bacteéries
hydrolytiques ; B2 = Bactéries acidogénes ; B3a = Bactéries acétogénes productrices obligées
d’hydrogeéne (APOH) ; B3b = Bactéries homoacétogenes ; B4a = Bactéries méthanogenes
hydrogénotrophes ; B4b = Bactéries méthanogenes acetotrophes ; B5 = Bactéries sulfato-réductrices ;
B6 = Bactéries dénitrificatrices.
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1.3.3. Parameétres de régulation et indicateurs de suivi

1.3.3.1. Température

La température est un facteur primordial dans la digestion anaérobie en raison de son
impact sur la cinétique, la thermodynamique des réactions et la croissance des microorganismes
(Veeken et Hamelers, 1999). En effet, plus elle augmente, plus les réactions chimiques
s’accélérent et plus la croissance microbienne augmente. Cependant, pour tout microorganisme,
il existe une température minimale (Tmin) au-dessus de laquelle la croissance est possible, une
température de croissance optimale (Topt) et une température maximale (Tmax) au-dessus de
laquelle toute croissance est inhibée. Ces trois températures sont appelées températures

cardinales d’un microorganisme (Madigan et al., 2010).

Il existe trois types de digestion anaérobie : la digestion psychrophile (5 a 20 °C), la digestion
mésophile (20 a 45 °C) et la digestion thermophile (45 a 60 °C). Des températures optimales
existent, en particulier dans les zones mésophiles (autour de 37 °C) et thermophiles (autour de
55 °C).

1.3.3.2. pH

La plage de pH optimale pour la digestion anaérobie se situe autour de la neutralité,
entre 6,5 et 8,5 (Moletta, 2015). Le pH a un effet direct sur le fonctionnement du systéme par
la modification des équilibres chimiques des acides et bases faibles, notamment les acides gras
volatils (AGV) et ’azote ammoniacal dont la forme non ionisée (NHs) peut inhiber la
méthanisation. Il est donc impératif de le suivre et, si nécessaire, de contréler ses teneurs par

I’ajout de soude ou de bicarbonate de sodium.

1.3.3.3.  Alcalinité

L’alcalinité (TAC, Titre Alcalimétrique complet) mesure le pouvoir tampon dans un
digesteur anaérobie et donc sa capacité a maintenir un pH stable. Ce paramétre, lié
principalement & la présence de CO. dissous nécessaire pour la croissance des bactéries
autotrophes, doit étre maintenu au-dessus de 2 g eq. CaCOs-L™ pour éviter des chutes drastiques
de pH.

1.3.3.4. Acides gras volatils

Les acides gras volatils (AGV) sont les intermeédiaires les plus importants de la digestion

anaérobie. Leur accumulation dans le digesteur traduit un dysfonctionnement de la
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méthanisation qui s’accompagne d’une baisse du pH et d’une augmentation de la concentration
en hydrogene pouvant mener & une inhibition de la méthanogenése. Pour un bon déroulement
d’un procédé de digestion anaérobie, la concentration en acides volatils (AVT, Acidité Volatile
Totale), doit étre inférieure & 2 g eq. CHsCOOH-L™? afin d’empécher une inhibition des
bactéries méthanogeénes (Yadvika et al., 2004). L’un des critéres permettant de confirmer la
stabilité des bioréacteurs anaérobies est le rapport AVT/TAC qui doit étre inférieur a 0,4
(Callaghan et al., 2002).

1.3.3.5. Granulométrie

La granulométrie des intrants a une influence sur la production de biogaz (Kivaisi et
Eliapenda, 1994). En fait, la taille des particules ne doit pas étre trop importante, sinon, il serait
difficile pour les microorganismes d'effectuer la digestion, ce qui diminue la production de gaz.
On a découvert que sur cinq tailles différentes (0,088, 0,4, 1, 6 et 30 mm), le volume maximal
de biogaz était produit a partir des substrats ayant une taille comprise entre 0,088 et 0,4 mm
(Sharma et al., 1988).

1.3.3.6. Agitation

L’agitation favorise le contact entre le substrat et les microorganismes en facilitant la
dépolymérisation et la solubilisation des particules. En effet, des résultats antérieurs ont montré
qu'une bonne agitation favorise l'acclimatation de la biomasse et limite également divers
problemes dans les digesteurs comme le moussage, la flottation et la super-saturation de certains
gaz qui peuvent former des précipités (CO-) ou agir comme inhibiteurs de réactions (H2S et Hz)
(Guillaume et Lendormi, 2015).

1.3.4. Conversion de la matiére organigue en méthane

1.3.4.1. Demande chimique en oxygene

Au cours de la digestion anaérobie, la conversion de la matiere organique (MO) peut

étre simplifiée selon I’équation suivante (Tchobanoglous et al., 1993) :

U
MO + HZO — Ny + Morécalcitrante + COZ + CH4 + 9azZgivers

Une partie de la matieére organique (MO) est utilisée par les microorganismes (y) pour

synthétiser une nouvelle biomasse (ny). Il convient de noter que sur la fraction de matiére
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organique convertie, 5 a 10 % en masse se retrouve sous la forme de biomasse microbienne (le
reste, donc, sous forme de biogaz). Ce chiffre est & comparer a celui obtenu par des traitements
aerobies, dans lesquels 50 % de la matiére organique dégradee est convertie en biomasse
(Moletta, 2015). La partie de la MO non biodégradable est nommée récalcitrante (MOrecaicitrante).
Le biogaz formé est constitué de méthane combustible (50 a 75 %), de dioxyde de carbone (25
a 45 %) et de différents gaz a I’état de trace (NHs, H2S, CO, ...).

La mesure de la demande chimique en oxygeéne (DCO) est souvent utilisée pour caractériser la
matiére organique. La production théorique maximale de méthane est une grandeur associée a
la DCO. En considérant une dégradation totale, la quantité de biogaz formée par digestion
anaérobie de matieres organiques (de la forme CnHa.Op) peut étre déterminée de maniére
théorique, grace a 1I’équation de Buswell (Buswell et Mueller, 1952).

a b n a b n a b
CuHa0, + (n =3 =5) 120 — (345 5) ca+ (3= 5+ 3) cos

Cette équation bilan, a laquelle sont parfois ajoutés «d » atomes d’azote a la molécule
organique et « dNH3 » aux produits, a été équilibrée en considérant une conversion totale de la
matiére organique en CH4 et COz en conditions anaérobies, soit en présence d’H20 uniquement.
A T’aide de cette équation bilan et en connaissant la composition élémentaire de la matiére
organique considérée, il est donc possible d’estimer le potentiel théorique maximal de

production de biogaz.
Par ailleurs, la DCO est, par définition, la quantité d’oxygene nécessaire pour I’oxydation de ce

méme composé organique selon la formule :

a b a
CnHaOb +<n+1_§> 02 —>TlC02 +EH20

Il est bien & noter qu’il existe une proportionnalité entre la quantité de méthane produite par la
digestion anaérobie d’un composé et la quantité d’oxygeéne nécessaire a son oxydation totale :

Nch,
No

SIS

+_
+_

2

Q|00
N S o &

EL ACHKAR 2017 39

Méthanisation de marc de raisin. Caractérisation et optimisation du procédé et des prétraitements Jean El Achkar 2017



Chapitre 1 - Synthése bibliographique

Cette proportionnalité permet donc de definir un rendement théorique maximal en méthane de
0,35 Nm?- kg DCO™ (Moletta, 2015). Ce ratio est souvent utilisé pour établir les bilans de

fonctionnement des digesteurs de méthanisation.

1.3.4.2. Potentiel méthanogéne et biodégradabilité anaérobie

L’estimation théorique du méthane produit ne prend pas en compte la consommation
des maticres organiques pour le métabolisme microbien et la possibilit¢ d’avoir certains
composés récalcitrants ou non bio-disponibles pour la dégradation. Pour cela, des tests
permettent de déterminer le potentiel méthanogene des matiéres organiques (BMP,
Biochemical Methane Potential), c’est-a-dire la quantité maximale de méthane qu’elles sont
susceptibles de produire. Une variabilité importante est parfois observée dans la littérature pour
le BMP d’un méme substrat en raison notamment des différences de conditions expérimentales
et d’inoculum utilisé (Angelidaki et Sanders, 2004 ; De Vrieze et al., 2015 ; Raposo et al.,
2012).

Ces tests sont réalisés en mode batch et consistent a suivre la production de biogaz ou de
méthane d’un mélange substrat-inoculum (source de microorganismes anaérobies) au cours du
temps. Le mélange est introduit dans un flacon hermétique, mis en conditions anaérobies et
incubé a la température désirée. La valeur nette de production de méthane des substrats est

obtenue en soustrayant la production endogéne de 1’inoculum seul.

De nombreux facteurs peuvent influencer les résultats de ces tests parmi lesquels on peut citer
: la concentration en substrat, le ratio inoculum/substrat, I’origine de 1’inoculum et le dispositif
expérimental de suivi (Liu et al., 2009 ; Wang et al., 2015). Les tests sont poursuivis jusqu'a ce
que la production de biogaz soit arrétée. Toutefois, les durées de tests varient de 12 a 87 jours
selon les laboratoires avec une majorité de protocoles se déroulant sur une durée de 25 a 40
jours (Raposo et al., 2011).

Le potentiel méthanogéne est calculé en divisant le volume de méthane produit par la quantité
de DCO injectée (Nm® CH4 - kg DCO™), dans des conditions normales de température et de
pression (0 °C, 1013 hPa). La biodégradabilité anaérobie des substrats (%) peut également étre
déterminee en divisant le potentiel méthanogéne par le rendement theorique maximal en CH4
qui est de 0,35 Nm3 CH, - kg DCO™! (Buffiére et al., 2006).
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1.3.4.3. Cinétique chimique

La réaction d'hydrolyse des macromolécules est généralement considérée comme la
réaction limitant le processus global de biodégradation en anaérobie (Pavlostathis et Giraldo-
Gomez, 1991). Ainsi, le potentiel méthanogene peut étre utilisé pour déterminer la constante
globale d’hydrolyse kn. En termes descriptifs, cette étape réactionnelle est typiquement
simplifiée et réduite a une cinétique de premier ordre (Bilgili et al., 2009 ; Eastman et Ferguson,

1981). Dans ce cas, il sera possible d’écrire 1’équation suivante :
Ver, @ = Ven, e X[1 — exp(—kpxt)]

Avec Ve (1), le volume de méthane produit au cours du temps (Nm?®- kg DCOinitiale %) ;

VcHa,max, le volume maximal de méthane (Nm?®- kg DCOinitiate ) €t kn, la constante d’hydrolyse

0.

D’autre part, 1’équation de Gompertz modifiée a été utilisée afin d’analyser les productions
cumulées de méthane, et plus particulierement celles présentant des phases de latence au debut
(Lo et al., 2010). Elle a été développée a I’origine pour analyser les courbes de croissance
bactérienne et a été modifiée par la suite afin de décrire la production cumulée de méthane dans

une culture en batch. Elle s’exprime selon :

R, Xe
Ver, (8) = VeH, oy X €XP 1 — €Xp v

CH4,max

(/1—1)+1]}

Avec A, le temps de latence (j); Rm, la vitesse maximale de production de méthane
(Nm?- kg DCO 1) et e, I’exponentiel de 1.

1.3.4.4. Principaux inhibiteurs

Les AGV sont les inhibiteurs les plus couramment rencontrés dans les digesteurs comme
mentionné précédemment. L’effet toxique des acides gras a longue chaine peut également étre
rapporté lors de la digestion anaérobie des lipides (Hwu et al., 1998). Dans le cas des composés
inorganiques toxiques, il existe plusieurs cations tels que le sodium (Na*), le potassium (K*),
les métaux lourds (Cu, Ni, Zn, Pb), ’ammoniac (NH3) et le sulfure d’hydrogéne (H2S) (Moletta,
2015). Ces deux derniers sont souvent génerés au cours de la digestion anaérobie de déchets
riches en protéines ou en sulfates et leurs effets ont été largement étudiés. L’azote réduit, sous
forme ammoniacale, devient inhibiteur de la méthanisation au-dela de quelques grammes par

litre (Hansen et al., 1998). Le sulfure d’hydrogéne est le produit de la réduction du sulfate par
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les bactéries sulfato-réductrices qui entrent en compétition avec les Archaea méthanogenes
pour la consommation d’hydrogéne. Cette concurrence est régie par le rapport DCO / SO4 de
I’effluent. Pour un ratio supérieur a 2,7, la méthanogeneése est privilégiée et quand il est inférieur
a 1,7 c’est le métabolisme des bactéries sulfato-réductrices qui sera favorisé (Choi et Rim,
1991). La présence d’H>S conduit également a des problémes de corrosion qui nécessitent un
prétraitement du biogaz avant son utilisation. D’autre part, les composés organiques (phénols,
organo-halogénés, amides, amines, nitriles, cétones, acides gras, etc.), les desinfectants, les
antibiotiques dans les effluents d’élevage et les pesticides dans les résidus de cultures, sont
autant de composés toxiques pour la microflore méthanogene qui sera inhibée d’une maniere

irréversible par leur présence (Chen et al., 2008).

1.3.5. Bioréacteurs de méthanisation

1.3.5.1. Modes d’alimentation et arrangement des réacteurs anaérobies

1.3.5.1.1. Mode discontinu ou batch

Lors du mode discontinu, le réacteur hermétiqguement fermé est initialement rempli avec
de la matiére organique a traiter et ensemencé avec de 1’inoculum. La réaction se déroule sans
échange de matiére avec I’extérieur et se poursuivit jusqu’a I’épuisement du substrat a dégrader.
A la fin de la digestion, le réacteur est vidangé et un nouveau cycle peut alors débuter. Ce mode

est généralement utilisé pour la détermination du potentiel méthanogene des déchets.

1.3.5.1.2. Mode continu

Le fonctionnement en mode continu est le plus courant a 1’échelle industrielle. Les
réacteurs continus sont alimentés en permanence a un régime dit « nominal », qui correspond
généralement a un débit de matiere constant. En paralléle, une quantité égale de digestat est
retirée du réacteur qui conservera ainsi son volume utile. Cette technologie est idéale pour les
installations de grandes tailles. Ce mode de fonctionnement est simple et adapté généralement
au traitement des effluents fortement chargés en matiéres organiques (déchets agricoles, boues

urbaines, ...).

1.3.5.1.3. Mode semi-continu

Ce mode de fonctionnement appelé également fed-batch ou mode discontinu séquentiel (SBR,
Sequencing Batch Reactor) est un mode hybride entre le continu et le discontinu. Il consiste a
appliquer, dans un digesteur, des cycles alternant le remplissage, la réaction et la vidange.
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L’avantage est de retenir tout ou une partie des microorganismes dans le réacteur pour le cycle

suivant. Ce mode est bien adapté aux petites installations de méthanisation.

1.3.5.2.  Technologies des réacteurs continus

Comme la majorité des bioréacteurs industriels fonctionnent en mode continu, les

sections suivantes concernent uniquement cette famille de réacteurs.

1.3.5.2.1. Réacteurs a cellules libres :

Dans les réacteurs a cellules libres, les microorganismes se trouvent sous forme libre ou

en suspension. Ces réacteurs ont été qualifiés de « premiere génération ».

1.3.5.2.1.1. Réacteurs parfaitement mélangés :

Les réacteurs parfaitement mélangés sont appelés également CSTR (Continuous Stirred
Tank Reactor) (Figure 11). Leur contenu est maintenu homogene par brassage mecanique
régulier ou par recirculation du biogaz ou du liquide ce qui favorise le contact entre la biomasse
et le substrat & traiter. Une viscosité suffisamment basse est nécessaire pour permettre un
mélange efficace dans I’ensemble du digesteur et pour assurer une bonne digestion de la matiére
organique biodisponible (Moletta, 2015). Cependant, un mélange incomplet favorise
I’accumulation de matiere particulaire ce qui diminue a long terme le volume utile du digesteur
et réduit par conséquent les performances du procédé. Il convient de noter que ces réacteurs
sont les plus répandus en France et les plus utilisés actuellement dans le secteur industriel
(Béline, 2013).

a) b) c)

Figure I. 11 : Schéma d’un digesteur parfaitement mélangé : a) mécaniquement par péales, b) par
compression et recirculation du biogaz, c) par recirculation du milieu. A : alimentation, S : sortie, G :
biogaz

1.3.5.2.1.2. Réacteurs a écoulement piston
A T’inverse des réacteurs précédents, le flux piston nécessite un état de la matiére

suffisamment visqueux pour conserver ses caractéristiques (Moletta, 2015). Dans un réacteur

piston horizontal, les systémes d’agitation principalement utilisés sont la recirculation du
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digestat par une pompe extérieure, la recirculation du biogaz sous pression et les pales avec un
axe longitudinal ou transversal (Figure 12). Dans un réacteur piston vertical, une recirculation

du bas vers le haut permet un effet de mélange et une inoculation du déchet a traiter.

e

Figure 1. 12 : Schéma d’un digesteur a pales avec un axe longitudinal

Sortie

1.3.5.2.2. Réacteurs a biofilm ou granules

Un biofilm est constitué d’une matrice de polyméres biologiques qui contient un groupe
de microorganismes pouvant se développer sur un support mobile ou fixe. Les especes
composant le biofilm adhérent les unes aux autres et forment donc des granules. La biomasse
est ainsi bien attachée ce qui facilite I’application d’importants débits sans risque de lessivage
bactérien. Ces réacteurs sont alors plus robustes face a des chocs hydrauliques que les réacteurs

a cultures libres.

1.3.5.2.2.1. Réacteurs a lit fixe

Le support utilisé dans ces réacteurs est un garnissage, qui peut avoir une structure
ordonnée ou peut étre placé en vrac (Figure 13). Ces réacteurs sont utilisés pour la
méthanisation de rejets liquides contenant principalement des matieres organiques solubles.
Cependant, un risque de colmatage peut étre rencontré en raison des matieres particulaires

présentes (Cresson, R., 2006).
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Figure I. 13 : Schéma d’un digesteur a lit fixe : a) a flux descendant, b) a flux ascendant. A :
alimentation, S : sortie, G : biogaz
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1.3.5.2.2.2. Réacteurs a lit mobile

Ces réacteurs ont été développés pour combiner les avantages des réacteurs a biomasse
fixée (taux de rétention de la biomasse élevés autorisant de grands débits d’alimentation) et de
ceux a cellules libres (moindre sensibilité au colmatage et bonne homogénéité du milieu)
(Michaud et al., 2003). Le support est un matériau granulaire ou un ensemble d’éléments
mobiles spécifiques, mis en mouvement soit par un flux de liquide, soit par le biogaz. Les
modeles généralement utilises sont les réacteurs a lit fluidisés ascendants (Heijnen et al., 1989)
ou descendants (Garcia-Calderon et al., 1998), et les lits turbulés (Figure 14) (Buffiére et al.,
2000). Cependant, comme dans le cas des réacteurs a lit fixe, la biomasse peut se retrouver

piégée entre les supports (Hall et al., 1992).

Lit

Boues

Figure I. 14 : Schéma de principe d'un réacteur a lit fluidisé (a) a flux ascendant, (b) a flux descendant,
(c) alit turbulé inverse. G : gaz. S : sortie. A : alimentation. R : recirculation du liquide. P : pompe de
recirculation du gaz

1.3.5.2.2.3. Réacteurs UASB

Les réacteurs a lit de boues granulaires, également connus sous le nom d’'UASB
(Upflow Anaerobic Sludge Blanket) sont développés depuis presque 30 ans (De Baere, 2006 ;
Lettinga, 1995). Ils consistent a faire passer I’effluent a traiter a travers un lit de boues, au-
dessus duquel se forme une séparation entre les boues et le liquide (Figure 15). Les
microorganismes forment des flocs et la décantation a lieu dans le digesteur. Cette technologie
convient aux effluents qui sont rapidement biodégradables et contiennent peu de matieres
particulaires. Bien que les problémes d’hydrodynamique, de transfert de masse et de mélange
du milieu dans un réacteur UASB soient largement compris, le contr6le du développement du
biofilm reste un défi majeur (Nicolella et al., 2000). Soulignons que la granulation est un
phénomene lent qui se traduit par une longue période de démarrage (environ 6 mois) si des
boues inadéquates sont utilisées comme inoculum. De plus, la formation d’une boue granulaire
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est pratiquement impossible avec certains types d’effluents et une dé-granulation peut étre

souvent observee (Lettinga, 1995 ; Seghezzo et al., 1998).

plg

> <
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Figure 1. 15 : Schéma de principe d'un réacteur a lit de boues a flux ascendant (UASB : Up-flow
Anaerobic Sludge Blanket). G : gaz. S : sortie. A : alimentation. R : recirculation

1.3.5.2.3. Réacteurs en une étape ou deux étapes

Dans les procédés précédents dits « a une étape », toutes les réactions ont lieu dans le
méme réacteur. Or, en cas de surcharge organique, I’acidogenese génererait les acides a une
vitesse plus importante que la capacité des bactéries méthanogénes a les éliminer. Ceci est
principalement dd aux différences dans les conditions optimales de croissance des bactéries
acidogénes et des méthanogenes. En fait, il a été montré que le taux de croissance des
méthanogenes est nettement inférieur a celui des acidogenes (Ghosh et Pohland, 1974). Pour y
remédier, le principe de I’approche en deux étapes consiste a effectuer dans un premier réacteur
la phase d’hydrolyse et d’acidogenese qui rejoindra alors un second réacteur, dans lequel se
dérouleront 1’acétogeneése et la méthanogenése (Tomei et al., 2016 ; Zahller et al., 2007). Le
temps de séjour dans le réacteur d’acidogéneése étant plus court, il présente en général un volume
plus petit que le second réacteur dédié a la méthanogenése (Moletta, 2015). La méthanisation
en deux étapes est choisie dans le cas de substrats rapidement fermentescibles, facilement

disparus lors de 1’acidogeneése, tels que les sucres et autres.

La répartition des différentes technologies de méthanisation en fonction des domaines
d’application est présentée en Figure 16. Il est bien évident que les technologies de type CSTR
sont appliguées de maniére quasi exclusive dans le domaine agricole et dans le traitement des
boues d’épuration. Ces réacteurs apparaissent ainsi les mieux adaptés au contexte de notre

étude, qui vise a traiter les marcs de raisins comme déchets agricoles.
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Répartition des unités de méthanisation
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Figure 1. 16 : Répartition des différentes technologies de méthanisation en fonction des secteurs de
développement (Girault, R., 2011)

1.3.5.3. Parameétres opérationnels des digesteurs
1.3.5.3.1. Charge organique appliquée

La charge organique appliquee est le flux des intrants ramené a 1’unité de volume du
réacteur. Elle s’exprime souvent en kg DCO par m® du réacteur et par jour. 1l convient de noter
qu’une grande charge appliquée permet une croissance élevée des microorganismes et une
importante production de biogaz, mais elle exerce également une pression sur les
microorganismes ce qui peut conduire a un effondrement du processus dd a lI'accumulation

d'acides.

1.3.5.3.2. Temps de séjour hydraulique

Le respect du temps de séjour hydraulique (TSH) est un parametre essentiel dans le
dimensionnement des installations de méthanisation. Il correspond au temps requis pour que
les microorganismes anaérobies dégradent les composés biodégradables avec un rendement
satisfaisant. Il est calculé en divisant le volume utile du digesteur par le volume de digestat

extrait.

Le TSH doit étre plus long que la durée du cycle de croissance des populations bactériennes.
Le non-respect de cette contrainte entraine leur diminution progressive dans le réacteur ; on
parlera alors de lessivage bactérien (Hess, J., 2007).
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En outre, le TSH affecte I’efficacité des digesteurs anaérobies, a 1’égard de la dégradation de la
matiere organique et la production de gaz (Mata-Alvarez, 2002). Un temps de séjour plus long
nécessite habituellement un plus grand volume de digesteur, en méme temps qu’il augmente le
potentiel d’acclimatation de la flore bactérienne et minimise les effets dus a la toxicité. Au
contraire, un temps plus court permet 1’utilisation d’un digesteur de taille réduite, avec moins
de capitaux financiers et d’espace, mais entraine aussi un plus grand risque de lessivage

bactérien et donc un dysfonctionnement du digesteur (Yadvika et al., 2004).

1.3.5.3.3. Volume utile

L’un des principaux parametres de dimensionnement d’un digesteur anaérobie est le
volume utile. Ce volume est souvent affecté par I’accumulation de mousses et de particules
solides liée a la présence de matieres inorganiques et éventuellement un déficit d’agitation
(Mata-Alvarez, 2002).

1.3.5.3.4. Température

A 1’échelle industrielle, différentes stratégies sont utilisées considérant la température
(Moletta, 2015). Le fonctionnement a température ambiante permet une économie importante
au niveau des investissements, mais n’assure pas la durabilit¢ du fonctionnement de
I’installation durant 1’année surtout dans les zones froides. Le fonctionnement en mode
mésophile est le plus utilisé dans la pratique, compromis entre les dépenses énergétiques dues
aux apports d’énergie thermique et surtout pour sa grande stabilité. Finalement, les températures
¢levées du mode thermophile, permettent d’augmenter la vitesse d’hydrolyse par rapport au
mode mésophile et de lui confier un caractere plus hygiénisant par rapport aux germes
pathogenes. Néanmoins, le mode thermophile est connu étre moins stable, a cause des risques
de production rapide d’AGV et d’hydrogene lors de 1’étape d’hydrolyse et d’acidogenese, qui

peuvent entrainer I’inhibition du systeme.

1.3.5.4. Démarrage des digesteurs anaérobies

La phase de démarrage du digesteur, souvent longue et difficile, comprend I’inoculation
par un écosysteme anaérobie méthanogéne suivie d’une montée en charge jusqu’a atteindre la
charge organique nominale. En effet, ce démarrage doit se dérouler dans des conditions bien
maitrisées afin de maintenir I’équilibre complexe entre les différentes populations microbiennes
et pour obtenir ainsi un systéme stable et robuste (Weiland et Rozzi, 1991). Dans le cas des

digesteurs a forte charge organique, cette phase varie généralement entre 2 et 9 mois (Lauwers
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et al., 1989), jusqu’a 12 mois (Bull et al., 1983) ou plus pour les digesteurs fonctionnant en
mode thermophile (Pufal et al., 2000). La réduction de la durée de démarrage semble nécessaire
pour augmenter la compétitivité de ces digesteurs.

1.3.5.4.1. Inoculation

L’inoculation consiste a introduire dans le réacteur une flore microbienne adaptée et
efficace en termes de dégradation de la matiére organique. L’idéal est d’utiliser un inoculum
provenant d’un réacteur traitant le méme type d’intrants et dans les mémes conditions, en
particulier la température (Moletta, 2015). Dans la pratique, il est possible d’utiliser un
inoculum mésophile pour démarrer un digesteur anaérobie thermophile traitant des effluents
liquides (Van Lier et al., 1992) ou des déchets solides (Griffin et al., 1998 ; Poggi-Varaldo et
al., 1997). L’utilisation de boues anaérobies de stations urbaines a haute diversité microbienne
est souvent préconisée par les chercheurs (Cresson, R., 2006). En moyenne, une période
d’acclimatation de 1 a 3 semaines est suffisante, mais certaines études ont été conduites sur des

périodes plus longues, de 2 mois a 3 mois (Austermann-Haun et Rosenwinkel, 1997).

1.3.5.4.2. Montée en charge

Cette phase suit 1’étape d’inoculation et s’achéve lorsque le digesteur atteint sa charge
organique nominale et des performances épuratoires stabilisées. Une montée trop rapide
entraine une surcharge organique pouvant aller jusqu’a I’arrét de I’installation, tandis qu’une
montée trop lente se traduit par une faible croissance des microorganismes et une durée de
démarrage tres longue. Généralement, deux types de démarrages sont réalisés (Cresson, R.,
2006 ; Moletta, 2015). Le premier est effectué selon la stratégie de 1’épuration maximale. Il est
fondé sur une augmentation par paliers de la charge appliquée en fonction du rendement
épuratoire. Cette stratégie est souvent accompagnée d'une montée en charge par paliers de 5 a
30% par rapport a la charge précédente, lorsque le rendement épuratoire atteint un seuil minimal
de 80 %. Le deuxiéme démarrage s’effectue selon la stratégie basée sur une augmentation
exponentielle de la charge organique par accroissement de la concentration de I’alimentation
mais a TSH constant. Cette technique de montée en charge est plus rapide que la premiére, mais
elle est plus risquée en raison d’une accumulation plus importante des AGV durant le
démarrage. Ce type de stratégie « agressive » nécessite une surveillance plus étroite que la

premiére stratégie.
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1.3.6. Voies d’utilisation des produits de la méthanisation

1.3.6.1. Biogaz

La valeur énergétique du biogaz produit pendant la digestion anaérobie est directement
proportionnelle & sa concentration en méthane dont le PCI (pouvoir calorifique inférieur) est de
9,94 kWh - Nm=3. Cette nouvelle source d’énergie renouvelable a attir¢ D’attention des
industriels et des communautés en raison de I’augmentation significative des cotits du pétrole
et du gaz naturel. Outre la production directe de chaleur et d’¢lectricité, de nouvelles possibilités
de valorisation du biogaz ont progressivement émerge, notamment son utilisation dans les
réseaux de distribution de gaz naturel et I’approvisionnement en GNV (gaz naturel pour
vehicules). Il est donc nécessaire de traiter et de purifier, ou méme d’enrichir le biogaz afin de

le rendre compatible avec ces nouvelles modes de valorisation (Moletta, 2015).

1.3.6.2. Fraction liquide du digesteur

Certaines études signalent que la fraction liquide peut servir comme source nutritive en
aquaculture et comme inoculum lors du démarrage des digesteurs anaérobies (Shih, 1993). Elle
peut également avoir des propriétés insecticides contre les insectes suceurs de diverses cultures
annuelles (Chanakya et al., 2007). Il convient de noter qu’elle est maintenant utilisée pour la

dilution des intrants a I’entrée des digesteurs (Moletta, 2015).

1.3.6.3. Fraction solide du digestat

A la fin du procédé de méthanisation, la fraction solide du digestat récupéré dans les digesteurs
peut étre transformée en compost aprés maturation aérobie, ou utilisée comme substrat pour la
production de lombricompost et de champignons comestibles (Chanakya et al., 2007 ; Lacour
et al., 2011). D’autre part, aprés une étape de stabilisation aérobie, la fraction solide peut
également étre utilisée comme amendement organique fertilisant des sols agricoles. Cela permet
la réduction des risques d’eutrophisation des eaux de surface et des eaux souterraines liés
généralement a 1’utilisation excessive d’engrais chimiques (Moletta, 2015 ; Schroder et al.,
2008).
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1.4.  Optimisation de la production de méthane par divers
prétraitements

L’intensification du procédé de méthanisation est essentielle afin d’augmenter les
rendements de conversion en biogaz et de surmonter les limites de la biodégradation en
anaérobie, en particulier dans le cas de substrats lentement ou difficilement biodégradables tels
que les déchets solides (ordures ménageres, déchets d’abattoirs, cultures lignocellulosiques,
etc.) (Moletta, 2015).

En effet, I'étape d’hydrolyse généralement considérée comme limitante du processus global de
la biodégradation en absence d’oxygene (Pavlostathis et Giraldo-Gomez, 1991), peut étre
accélérée ou méme remplacée par une hydrolyse physico-chimique ou biologique. L'objectif
des traitements est donc de rendre le substrat traité plus facilement biodégradable. 1l peut s'agir
de traitements thermiques, chimiques (en milieu acide ou basique), mécaniques (en particulier
de broyage, d'ultrasons et de champs électriques pulsés) ou biologiques (enzymatiques et
fongiques) (Carlsson et al., 2012 ; Carrére et al., 2016 ; Kondusamy et Kalamdhad, 2014 ;
Monlau et al., 2012 ; Yadvika et al., 2004 ; Yang et al., 2015).

Les objectifs des traitements doivent étre adaptés selon chaque substrat étudié. Les principales
modifications qui peuvent étre induites sont :
— L’hydrolyse physique ou chimique des composés ;
— Lasolubilisation de la matiére organique ;
— Ladésintégration cellulaire ;
— La réduction de la taille des particules et 1’augmentation de leur surface ce qui
augmente leur accessibilité aux microorganismes et aux enzymes extracellulaires ;
— La délignification, la solubilisation des hémicelluloses et la réduction de la
cristallinité de la cellulose, dans le cas des biomasses lignocellulosiques ;

— L’ hygiénisation, dans le cas des déchets d’abattoir.

Ces modifications induites génerent deux effets différents sur la production de méthane (Figure
17). Elles peuvent soit augmenter sa production totale (courbe B, T3), soit améliorer la vitesse
de sa production (courbe C, T1), en d’autres termes, augmenter la constante d’hydrolyse (k).
Les comparaisons au niveau de temps du processus (T1, T2, et T3) mettent en évidence ces
deux effets sachant que T2 représente le temps du processus sans préetraitements (courbe A)
(Montgomery et Bochmann, 2014).
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Figure |. 17 : Effets des prétraitements sur la production de méthane mesurée par les tests BMP :
(A) production du méthane sans prétraitement, (B) augmentation de la production de méthane apres
prétraitement et (C) accélération de la cinétique de production aprés prétraitement
(Montgomery et Bochmann, 2014)

Ainsi, les traitements de la biomasse peuvent étre appliqués comme prétraitements en amont de
la digestion anaérobie ou comme post-traitements avec recirculation des intrants lors d’un
procédé anaérobie en deux étapes. Dans ce dernier cas, les déchets sont traités dans un premier
digesteur, ce qui permet une premiére hydrolyse de la matiére facilement biodégradable. A la
sortie, avant d’atteindre le second réacteur, les post-traitements seront ainsi appliqués a des
quantités inférieures de matiére, ce qui est avantageux si le colt du procédé est proportionnel a
la quantité de substrat traité. Cependant, la majorité des équipes de recherches et des industriels
s’intéressent en particulier aux traitements en amont de la digestion anaérobie (Moletta, 2015).
Les prétraitements présentant un intérét particulier pour notre étude seront détaillés dans la

section suivante.

|.4.1. Prétraitements thermiques

Dés le début des années 1970, le traitement thermique a été appliqué aux boues des
stations d’épuration (STEP) (Haug et al., 1978). La température optimale rapportée par la
plupart des études est comprise entre 160 et 180 °C et les principaux effets engendrés sont la
solubilisation de la matiére particulaire et I’hydrolyse des molécules. Une température de
170 °C appliquée pendant 30 minutes sur des boues activées et des boues de STEP a augmenté,
a titre exemple, la production de biogaz d’une moyenne de 60% (Bougrier et al., 2006). Les
mémes conditions appliquées aux boues secondaires ont permis 1’amélioration de la production
de biogaz de prés de 80% (Donoso-Bravo et al., 2010). Au contraire, pour des traitements a des

températures supérieures a 190 °C, plusieurs équipes de recherche ont observé une diminution
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de la biodégradabilité des boues (Moletta, 2015 ; Pinnekamp, 1989). Ceci est expliqué par la
formation de composés récalcitrants, en particulier des produits des réactions de Maillard. En
effet, a haute température et en présence d’eau, la réaction des sucres avec les acides aminés
conduit a la formation de mélanoidines, composeés difficilement biodégradables (Bougrier et
al., 2008).

En parallele, le prétraitement thermique a été applique sur divers résidus tels que les fractions
fermentescibles des ordures ménagéres, les déchets de cantine, les sous-produits animaux, les
déchets graisseux et les cultures lignocellulosiques (Carlsson et al., 2012 ; Mosier et al., 2005 ;
Schieder et al., 2000). Dans ces cas, les températures appliquées varient généralement entre 100
et 200 °C, sous des pressions de 2 a 4 MPa. Citons particulierement le traitement de la paille de
blé a une température de 121 °C pendant une heure, qui augmente la production de biogaz
d’environ 50% (Bolado-Rodriguez et al., 2016). L’hydrolyse thermique peut étre également
associée a une déetente rapide ce qui conduit a une destructuration plus importante de la
biomasse et rentre ainsi sous 1’appellation d’explosion a la vapeur (Han et al., 2010 ; Liu et al.,
2002 ; Vogt et al., 2002). Cependant, il est important de noter que jusqu’a présent, les effets du
traitement thermique sont évalués a 1’échelle du laboratoire et que les applications industrielles

existent uniquement pour les ordures ménageres et les déchets de cantine (Moletta, 2015).

En effet, les hautes températures utilisées lors de ces traitements entrainent une trés forte
consommation d’énergie thermique. Par conséquent, en raison du manque d'application de ce
traitement a I'échelle industrielle sur les cultures lignocellulosiques et compte tenu de son codt

énergétique trés élevé, il n'a pas été testé et évalué dans notre étude.

La congelation peut étre considérée comme une autre méthode de prétraitement
thermique en amont de la digestion anaérobie. La rupture des cellules peut étre réalisée a basse
température du fait de la formation intracellulaire de cristaux de glace causant des Iésions aux
membranes cellulaires (Thomashow, 1998 ; Webb et al., 1996). De plus, les estimations de
I'énergie requise pour chauffer les déchets organiques a 150 °C et pour congeler cette méme
quantité a -20 °C, ont montré que le prétraitement par congélation consomme environ 3 fois
moins d'énergie que le prétraitement thermique (Stabnikova et al., 2008). Les effets des
températures de -80 °C sur la digestion anaérobie ont également éte évalués. Une congelation
des fractions organiques de déchets menagers a -80 °C pendant 6 heures, suivie d’une
décongélation a 55 °C pendant 30 minutes, a permis une augmentation de la production de

biogaz de 56% (Ma et al., 2011). Dans notre étude, les effets de la congélation a -20 °C et a -
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80 °C sur la production de méthane du marc de raisin sont évalues et decrits dans les chapitres

suivants.
1.4.2. Prétraitements chimiques

1.4.2.1. Traitement alcalin

Les cultures lignocellulosiques ont une teneur élevée en polysaccharides difficilement
biodégradables en anaérobie. Cependant, le prétraitement alcalin est connu pour étre efficace
dans 1’altération et la modification de cette structure complexe. Son principal impact sur la
biomasse lignocellulosique est la saponification des esters portés par les hémicelluloses (Datta,
1981). En fait, ces esters relient les hémicelluloses (associées a la cellulose) aux unités acétyles
et hydroxy-cinnamiques présentes dans la lignine (Xu, 2010). Leur saponification entraine ainsi
un gonflement de la biomasse et 1’augmentation de la taille des pores. Par conséquent, le
transport des enzymes permettant 1’hydrolyse des polysaccharides est favorisé. Les substrats
lignocellulosiques peuvent donc étre mieux digérés en milieu anaérobie méme si une partie de

la lignine est encore présente.
Montrons quelques illustrations :

Le traitement de la paille de blé a la soude concentrée (1 mol/L) (Pavlostathis et Gossett, 1985)
provoque une forte augmentation de la production de méthane (187 Nm?3 CHa/tonne de Matiéres
Volatiles (MV) sans prétraitement contre 372 Nm?® CHa/tonne de MV aprés prétraitement). A
noter que ce prétraitement est associé a une forte consommation de soude, ce qui peut remettre

en cause son application industrielle.

A contrario, il a ét¢ montré qu’une libération de phénols dérivés de la lignine, suite a un
traitement alcalin puissant, peut étre une source d’inhibition pour la méthanogenése, affectant

négativement la production de méthane (Fedorak et Hrudey, 1984).

Des résultats encourageants ont été obtenus méme avec des concentrations en soude plus faibles
(de 1 a 10%), mais nécessitant des temps de contact plus longs : de 12h a 24h (Sambusiti et al.,
2012). A titre d’exemples, le traitement de la paille de riz avec une concentration en soude de
1% pour 3 heures a 20 °C, augmente la production de méthane de 34% (Shetty et al., 2017).
Des tiges de mais traitées avec une concentration en soude de 5% pour 24 heures a 20 °C,
montrent une augmentation de la production de méthane de 37% (Zhu et al., 2010). De plus, le
traitement des plantes de blé avec une concentration en soude de 8% pour 1 heure a 25 °C,

affiche une production de méthane accrue d’environ 47% (Taherdanak et Zilouei, 2014).
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Par conséquent, un des objectifs de cette étude est d’évaluer les effets des concentrations
alcalines croissantes (0%, 6% et 10% NaOH et NH3) sur la digestion anaérobie du marc de

raisin.
1.4.2.2. Traitement acide

Le prétraitement acide (avec de I’HCI, H2SO4, H3PO4 ou HNO3) est convenable pour
les substrats lignocellulosiques, non seulement parce qu'il peut altérer la structure rigide de la
biomasse, mais aussi parce que les microorganismes hydrolytiques sont capables de
s'acclimater a des conditions acides (Carrere et al., 2016 ; Mussoline et al., 2013). La réaction
principale qui se produit pendant ce prétraitement est I'nydrolyse des hémicelluloses ainsi que
des parties amorphes des fibres de cellulose (selon la concentration d’acide) (Zhang et al.,
2007). Au contraire, la lignine est tres faiblement solubilisée, elle se condense et précipite
(Hendriks et Zeeman, 2009 ; Mata-Alvarez, 2002).

Le traitement de la bagasse de canne a sucre avec une concentration en HCI de 1M pour 30
jours a 25 °C, a augmenté la production de méthane de 31% (Kivaisi et Eliapenda, 1994). Les
mémes conditions appliquées sur des fibres de noix de coco ont provoqué une augmentation de
la production de méthane d’environ 74% (Kivaisi et Eliapenda, 1994). D’autre part, le
traitement des plantes de mais avec 2% HCI pour 24 heures a 20 °C, n’a pas montré d’effets sur

la production de méthane qui a demeuré constante (Pakarinen et al., 2011).

11 convient de noter qu’un prétraitement avec de fortes concentrations en acides peut entrainer
la production de quelques inhibiteurs, comme le furfural et I'hydroxyméthylfurfural
(Ariunbaatar et al., 2014 ; Modenbach et Nokes, 2012). Par conséquent, un tel prétraitement est
évité et le prétraitement avec des acides dilués est désormais favorisé. D'autres inconvénients
associés au prétraitement acide incluent la perte de sucres fermentescibles due a la dégradation
accrue des substrats complexes, le codt élevé des réactifs acides et le colt supplémentaire pour
neutraliser les conditions acides avant le démarrage du procédé (Kumar et Murthy, 2011 ;
Modenbach et Nokes, 2012 ; Taherzadeh et Karimi, 2008). Dans ce projet de recherche, nous
étudions les effets de concentrations acides croissantes (0%, 6% et 10% HCI) sur la production

de méthane du marc de raisin.

1.4.3. Prétraitements mécaniques

1.4.3.1. Broyage
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L'objectif primaire du broyage est la réduction de la taille des particules solides qui se
traduit par une augmentation de la surface disponible et représente une option pour augmenter
le rendement et la cinétique des processus anaérobies (Montgomery et Bochmann, 2014). En
effet, la surface spécifique de réaction entre les microorganismes et leurs substrats est un
parametre incontournable a prendre en considération pour un bon déroulement de la digestion
anaérobie (Mshandete et al., 2006 ; Ward et al., 2008). Dans le cas de substrats
lignocellulosiques, le broyage peut également mener & une diminution de la cristallinité et du
degré de polymeérisation de la cellulose (Taherzadeh et Karimi, 2008). Un autre avantage est la
diminution de la viscosité de la charge appliquée dans les digesteurs ce qui facilite 1’agitation

et assure ainsi une homogeénéité du melange.

Plusieurs études ont montré une corrélation positive entre la réduction de la taille des particules
par le broyage, la solubilisation de la DCO et I'amélioration de la biodégradabilité a partir de
substrats lignocellulosiques (Wang et al., 1999). L'ampleur de I'effet observé dépend de la
nature et des caractéristiques du substrat étudié (Carlsson et al., 2012). A titre d’exemples, le
broyage n’a pas montré d’impact sur la production de méthane a partir d’un mélange de
pommes, de carottes, de pommes de terre et de viande ; ces substrats présentent une forte
biodégradabilité initiale (de 88% a 95%) (Moletta, 2015). Par contre, il aamélioreé la production
de biogaz des graines de tournesol, du foin et des feuilles d’érable d’environ 20% ; ces substrats
présentant une faible biodégradabilité initiale en raison de leur forte teneur en cellulose et
lignine (Palmowski et Mdller, 2000).

1.4.3.2. Ultrasons

Lors d’un traitement par ultrasons ou sonication, les ondes de pression, Se propageant a
travers un milieu liquide, libérent de grandes quantités d’énergie provoquant ainsi la formation
de bulles de cavitation. Une fois la pression locale dans la phase liquide devient inférieure a la
pression de cavitation, il y a formation de petites bulles qui grossissent, vibrent et s’implosent
violemment lorsqu’elles atteignent une taille critique. Une grande quantité d’énergie mécanique
est alors libérée sous forme de vagues d’expansion et de compression (Kim et al., 2003). Ces
vagues provoquent des phénomenes de forts cisaillements au sein du liquide. Ceci permet une
déstructuration de la matiére a une échelle plus fine que le broyage (Elliott et Mahmood, 2007).
Des fréquences de sonication élevées (500 - 1000 kHz) favorisent la formation des radicaux
libres et du peroxyde d’hydrogéne en raison de la dissociation de 1’eau (Ariunbaatar et al.,
2014). Alors qu’avec des fréquences faibles (20 - 40 kHz), les bulles de cavitation sont plus
grandes, ce qui entraine des phénomenes de cisaillement plus marqués (Tiehm et al., 2001).
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Les ultrasons de faibles fréquences sont couplés a la digestion anaérobie, principalement pour
le traitement des boues d’épuration (Moletta, 2015). Comme exemple, des ultrasons d’une
puissance de 30 kWh - m= appliqués sur des boues secondaires ont amélioré la production de
biogaz de 42% (Pérez-Elvira et al., 2009). Récemment, plusieurs équipes de recherche ont
étudié les effets de la sonication sur la méthanisation des déchets solides : la sonication de la
paille de mais et du fumier bovin en codigestion, en appliquant une énergie de 285 kJ - kg MS
1 augmente le potentiel de biogaz d’environ 70% (Zou et al., 2016). La sonication du fumier
bovin, des déchets alimentaires et de la glycérine brute en codigestion, en utilisant une énergie
de 520 kJ - kg MS™, permet 1’amélioration de la production de biogaz de 120% (Ormaechea et
al., 2016).

1.4.3.3.  Champs électriques pulsés (CEP)

Ce processus est basé sur le phénomeéne d’électroporation induit par I’application d’un
champ électrique pulsé a un échantillon biologique placé entre deux électrodes. Suite a
I’application d’impulsions de courte durée, les instabilités locales produites conduisent a la
formation de pores au niveau de la membrane cellulaire (Ho and Mittal, 1996 ; Zimmermann,
1986). Ces pores peuvent étre réversibles ou irréversibles en fonction de 1’intensité du champ

électrique appliqué (kV.cm™) et du temps d’application (Zimmermann et al., 1976).

Le modele de Zimmermann est souvent utilisé pour expliquer la théorie de 1’électroporation
(Zimmermann, 1986). Ce modéle présume que I’exposition de la cellule vivante a un champ
électrique provoque une polarisation au niveau de sa membrane lipidique qui se comporte alors
a I’image d’un condensateur (Figure 18). Comme les plaques d’un condensateur sont de charges
inverses, elles s’attirent en créant une compression ¢électromécanique réduisant 1’épaisseur de
la membrane. 11 s’agit donc d’une électrostriction de la bicouche membranaire qui réagit selon

une pression inverse provoquant la perforation mécanique de la membrane.
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Cellule exposée a un champ
électrique

Polarisation des ions a travers la
membrane non conductrice

Fj{é _ L Compression de la membrane par
. - - -

attraction

Formation des pores

Fermeture des pores Pores persistants

Figure 1. 18 : Description schématique du phénomeéne d’électroporation des membranes cellulaires

La technologie des champs ¢€lectriques pulsés gagne de I'intérét scientifique en raison de sa
capacité a améliorer les procédés conventionnels utilisés dans les industries agroalimentaires
(Lebovka et al., 2016 ; Vorobiev et Lebovka, 2009). Elle est également appliquée au niveau
industriel pour intensifier I’extraction des composés phénoliques des raisins lors du procédé de
vinification (Darra et al., 2013 ; Darra et al., 2016). Cette technologie a été récemment utilisée
comme prétraitement en amont de la méthanisation (Kopplow et al., 2004 ; Lindmark et al.,
2014) ; plus de 80% des études ont été menées sur des boues (Carlsson et al., 2012). Ainsi,
I’application des champs électriques pulsés sur des boues activées, avec un apport énergétique
de 34 kWh-m?, renforce le potentiel de biogaz de 33% (Lee et Rittmann, 2011). Une autre
application sur du lisier de porc avec un apport énergétique de 10,5 kWh-m™ entraine une
augmentation de la production de biogaz de 100% (Salerno et al., 2009). Une biomasse algale
traitée par électroporation avec un apport d’énergie de 35 kWh-m™ montre une amélioration du

potentiel méthanogene d’environ 110% (Garoma et Shackelford, 2014).
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1.5.  Conclusion et positionnement du sujet

La demande énergétique, a I’échelle mondiale, est en croissance continue. Elle est comblée
par les énergies fossiles telles que le pétrole, le gaz naturel et le charbon. Ces ressources sont
limitées et présentent un impact négatif sur I’environnement. C’est pourquoi dans la dynamique
de développement durable, la digestion anaérobie est désormais un moyen attrayant pour
produire de 1’énergie verte et pour le traitement des déchets organiques, dans la perspective

d’un avenir vert bioéconomique.

Dans le cadre de ce travail de these franco-libanais, nous concentrons nos efforts sur les déchets
issus de la vitiviniculture, considérée de nos jours comme 1’une des activités agricoles les plus
importantes a I’échelle mondiale, en particulier en France et au Liban. Nous nous intéressons a
la valorisation du marc de raisin, déchet majeur et principal coproduit de la vinification, par

méthanisation, apportant des éclairages nouveaux sur ce sujet d’intérét en cours d’expansion.

Nous visons dans un premier temps vérifier la pertinence de cette technologie en tant
qu’approche de valorisation verte du marc de raisin. Nous cherchons alors a caractériser
biochimiquement notre substrat et a évaluer la production maximale de méthane dans des
digesteurs en mode batch. Les données recueillies sont indispensables a la compréhension et a

I’utilisation de ces substrats dans les digesteurs en digestion seule ou en codigestion.

Afin de mieux comprendre la faisabilité technique du procédé a une échelle industrielle,
une extrapolation au mode continu en utilisant un digesteur (CSTR) a 37 °C est envisagée. Nous
pensons, en effet, que ce type d’étude est incontournable lorsque 1’on s’intéresse au procedé de
méthanisation dans une perspective d’exploitation industrielle, comme c’est le cas pour ce
travail. L’acclimatation de ce digesteur, a la température moyenne de la vallée de la Bekaa

(25 °C), est souhaitable pour une meilleure adaptation au milieu libanais.

Dans un second temps, nous menons une étude inter-cépages en vue d’établir les
corrélations possibles entre la composition biochimique de notre biomasse et la production de
méthane. Au fondement de cette partie du travail, complétement originale, nous nous sommes
interrogés sur les aspects éventuellement bactériostatiques des polyphénols issus du raisin et
sur leurs impacts potentiels sur les performances de la digestion anaérobie. Les cépages
sélectionnés ayant des teneurs en polyphénols tres différentes, leur étude comparée nous permet

d’envisager d’apporter une réponse a la question posée ci-avant.
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Afin d’optimiser davantage le procédé en mode continu, nous nous intéressons a évaluer les
effets du temps de séjour hydraulique sur la productivité du digesteur et son fonctionnement a

long terme. Une zone optimale de fonctionnement ainsi qu’une zone critique sont a déterminer.

L’intensification du procédé est indispensable pour boucler le schéma d’optimisation.
Compte-tenu de la teneur en composes lignocellulosiques des marcs de raisins et des approches
de deconstruction de ces molécules décrites dans la littérature, nous cherchons alors a mettre
en ceuvre différents prétraitements chimiques et physiques en amont de la digestion anaérobie
et a évaluer leurs effets correspondants sur la production de méthane et sur la dégradation des
fractions lignocellulosiques. Dans ce contexte, nous nous autorisons également une incartade
vers des pistes peu explorées en évaluant le potentiel de la technologie des champs électriques

pulsés.

Enfin, la valorisation de ce travail de these, notamment au Liban, ne peut se compléter que
par un transfert technologique au sein de la communauté. Une premiére initiative est ainsi
menée par le montage de la premiere unité de méthanisation en mode batch au sein de la faculté

des sciences de I’Université Saint Joseph de Beyrouth.
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[1.Chapitre Il : Matériels et méthodes

Ce chapitre présentera les matériels et méthodes expérimentales adoptés au cours de ce travail.

Il détaillera ainsi :
- L’origine des marcs de raisins et celui de I’inoculum,

- Les techniques analytiques classiques (matiéres séches, matiéres volatiles, ...) et spécifiques

(fractionnement par le protocole de Van-Soest, dosage des polyphénols totaux, ...),

- La technique de détermination de la production maximale de méthane en mode batch (test
BMP),

- La méthanisation du marc de raisin en mode continu (dans un digesteur de 12 L parfaitement
mélangé et dans des digesteurs de 2 L),

- Les divers prétraitements chimiques et physiques appliqués en amont de la digestion anaérobie

de notre substrat.
[1.1.  Matrice des substrats, origine et composition
11.1.1. Echantillonnage
11.1.1.1. Cépages de marcs de raisins

Des marcs de raisins, issus de différentes régions vinicoles libanaises et francaises, ont
été récupérés afin de réaliser les expérimentations de méthanisation (Tableau 1). Les raisins
(Vitis Vinifera) ont été soigneusement récoltés & maturité au cours des vendanges 2013, 2014
et 2015. Des échantillons de marcs de raisins, d'environ 5 kg de chaque cépage, ont été prélevés
immédiatement apres l'opération de pressage des raisins puis transportés au laboratoire. A
I'arrivée, les rafles ont été retirées manuellement de la matiere premiere qui a ensuite été stockée

a +6 °C jusqu'a utilisation.

Tableau Il. 1 : Cépages de marcs de raisins, collecte et origines.

. Temps de Géo- Altitude . Région et
Cepage . Fournisseur
collecte coordonnées (m) pays
Cabernet 45°19° 15.913” o .
Sauvignon N Sociéte civile pour exploitations Bordeaux
Octobre 2014 - ) 6 agricoles (SCEA Birot et Fils, ’
0°5719.053 . . France
Gaillan en Médoc)
Merlot W
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Chardonnay 0 s ’ Société civile pour
Octobre 2014 4390 527,155 607223 é\l 78 commercialisation de produits de Chirgai%ne,
) ) ’ vinification (Sofralab, Magenta)
Pinot noir
Marselan
33°49° 35.245”
Septembre N sl R Begaa,
Syrah 2014 359 537 33.405”" 909 Société vinicole (Chateau KSARA) Liban
Cabernet E
Sauvignon
CaFk;;:;a Octobre 2013 47° 12 25.949" Tian. Pavs
et 2014 N Société vinicole (Domaine Des gne, ray
, ) 59 . de la Loire,
Chenin 0°25°51.392 Acacias) Erance
Octobre 2015 w
blanc
Distilleries agricoles et industrielles
o 1 s : UAPL (Union Agricole Pays De Thouarcé,
Marc ensilé Mai 2014 430 ;(6) }29%91\] 28 Loire). Aprés le pressurage des Pays de la
W. raisins, le marc a été distillé, Loire,
épépiné, ensilé pendant sept mois France

puis récupéré

Les différentes variétés de marc de raisin listées dans le tableau ci-dessus sont représentées sur

la Figure 1.

Figure II. 1 : Les différents cépages de marcs de raisins utilisés, a) Cabernet Sauvignon-France,
b) Merlot, ¢) Chardonnay, d) Pinot noir, €) Marselan, f) Syrah, g) Cabernet Sauvignon-Liban,

h) Cabernet Franc 2014, i) Cabernet Franc 2013, j) Chenin blanc et k) marc ensilé
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11.1.1.2. Inoculum

L’inoculum utilisé dans ce travail provient de 1'installation de traitement des eaux usées de
Saint-Brieuc en France, opérant sous des conditions mésophiles. Cette station recoit
approximativement 150 m*® d’un mélange de boues (primaires, biologiques et graisses) par jour.
Aprées sa récupération, 1’inoculum a été tamisé avec un tamis de 500 um afin d’éliminer les
grandes particules, d’assurer une meilleure homogénéité et d’améliorer la reproductibilité des
expérimentations. Celui-ci a été soumis a une période de jetine d’environ une semaine avant le
début des essais, afin d’éliminer une grande partie du substrat biodégradable résiduel et de

faciliter I'évaluation de la biodégradation du substrat étudié.
11.1.2. Caractéristiques bio-physico-chimiques des substrats

11.1.2.1. Matiéres seches (MS)

Les matieres seches (MS) correspondent aux composés résiduels aprés séchage jusqu’a
atteindre une masse constante selon la norme NF 1SO 11465. Cette teneur est déterminée par
méthode gravimétrique dans une étuve (Modéle 600, Memmert, Allemagne) a 105+ 1 °C. Un
échantillon de masse connue (Mschantilion) €St déposé dans une coupelle préalablement tarée
(Mvide). L’ensemble est introduit dans 1’étuve pour séchage, puis est refroidi en dessiccateur et

pesé. La teneur en MS (g-Kg?) est déterminée selon 1’équation suivante [Eq. 1] :

m oc — My,
MS = 105°C vide [Eq. 1]

Mg¢chantillon

Myide €St la masse, en grammes, de la coupelle vide,
M1os °c est la masse, en grammes, de la coupelle et du résidu sec,

Mechantillon €St la masse, en kilogrammes, de 1’échantillon.

11.1.2.2. Matiéres volatiles (MV)

La teneur en matiéres volatiles (MV) est determinée apres une étape de calcination du
résidu sec obtenu, dans un four a moufle a 550 °C (Controller B170, Nabertherm, Allemagne)
pendant 4 heures, selon lanorme NT U 44-160. La teneur en MV (g-Kg) est déterminée suivant

I’équation [Eq. 2] :

m or — M o
MV = 105°C 550 °C [qu]

M¢chantillon
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Msso °c est la masse, en grammes, du creuset et du résidu calcine,
M1os °c st la masse, en grammes, du creuset et du résidu sec,

Machantillon €st la masse, en kilogrammes, de 1’échantillon.

11.1.2.3. Demande chimique en oxygene (DCO)

La DCO représente la consommation d’oxygene nécessaire pour oxyder complétement
la matiere organique du substrat. Elle est exprimée en gramme d’oxygéne par gramme de
matiére brute (MB). Le marc de raisin a été préalablement broyé au moyen d'un mixer (Waring
blender 8011EG, Waring Commercial, Etats-Unis), dans un volume total de 0,8 L d’ecau,
pendant 10 min et avec une vitesse de 22 000 tr-min. La détermination de la DCO est effectuée
dans des tubes de test DCO commerciaux (Spectroquant 0,5-10 g-L, Merck, Darmstadt,
Allemagne) contenant du dichromate de potassium et 1’échantillon a analyser. Les tubes sont
placés dans un four (Spectroquant TR 320, Merck, Darmstadt, Allemagne) a 150 °C pendant 2
heures. 1l est considéré que toute la matiére organique est oxydée par la solution sulfurique
chaude de dichromate de potassium avec du sulfate d'argent comme catalyseur. La DCO est
déterminée en mg Ozt par photométrie grace a un spectrophotométre (Spectroguant Nova 60
Photometer, Merck, Darmstadt, Allemagne). Cette méthode correspond a DIN ISO 15705 et est
analogue a EPA 410.04.

11.1.2.4. Dosage de 1’azote et du phosphore

Le marc de raisin a été broyé comme décrit dans le paragraphe précédent. La
détermination de la teneur en azote total (N) est effectuée dans des tubes de test commerciaux
(Spectroguant 10-150 mg N-L?, Merck, Darmstadt, Allemagne), selon une méthode analogue
a DIN 38405-9. La détermination de la teneur en phosphore total (P) est réalisée dans des tubes
de test commerciaux (Spectroquant 0,5-25,0 mg P-Lt, Merck, Darmstadt, Allemagne), selon
une méthode analogue a DIN EN 1SO 6878.

11.1.2.5. Granulométrie

La granulometrie est I'étude de la distribution de la taille des particules dans une solution
aqueuse. Dans notre étude, la granulométrie du marc de raisin a été déterminée aprés son
broyage avec de I’eau. Les échantillons a analyser ont été dilués et dispersés dans une cellule
agitée avant le début des mesures. La taille de ces particules en suspension a ainsi été déterminée
dans un granulometre par diffusion de la lumiére laser (Mastersizer 2000, Malvern Instruments,

Royaume-Uni). La distribution de taille est exprimée en termes de volume de spheres

1 ——
EL ACHKAR 2017 65

Méthanisation de marc de raisin. Caractérisation et optimisation du procédé et des prétraitements Jean El Achkar 2017



Chapitre 2 - Matériels et méthodes

équivalentes (plage de 0,02 a 2000 um).

11.1.2.6. Fractionnement biochimique par la méthode de Van-
Soest

Parmi les différentes méthodes d’analyse des polysaccharides structuraux dans les
biomasses lignocellulosiques, la méthode de « Van-Soest » est celle présentant le meilleur
compromis entre les données obtenues sur la nature de ces polysaccharides et le temps d’analyse
requis pour aboutir a ces informations (Godin et al., 2011). Elle permet le fractionnement des
fibres de la biomasse lignocellulosique par des extractions chimiques successives et quantifie
par gravimétrie les fibres insolubles séches récupérées apres filtration (Mertens, 2002; Van
Soest et al., 1991, 1985).

En premier lieu, cette méthode permet I’extraction de la fraction soluble (contenant des hydrates
de carbone non structuraux, des pectines, des mucilages, des tanins solubles a pH neutre, des
lipides et des protéines solubles) avec une solution détergente neutre en exces, agissant sur
I'échantillon sec pendant 1 h a 100 °C, avec un pH de 7 + 0,05. Cette solution est composée de
Phosphate disodique (4,5 g-L™?), de tétraborate de sodium (6,81 g-L™?), d'a-amylase (0,25 g-L 1),
d'EDTA de sodium (18,6 g-L™), de lauryle sulfate de sodium (30 g-L) et de sulfite de sodium
(5 g-L1). La fraction extraite est ensuite séparée des fibres insolubles au détergent neutre (NDF)
par filtration (Figure 2). Séquentiellement a I'action du détergent neutre, une solution en exces
de détergent acide (20 g-L de bromure de triméthylcétyl-ammonium et 98 g-L* de H2SOa)
agissant 1 heure & 100 °C permet I’extraction de I'némicellulose. La fraction extraite est séparée
des fibres insolubles au détergent acide (ADF) par filtration. Quant a la cellulose, elle est
extraite en traitant la fraction ADF a I’acide sulfurique (1317 g-L™) pendant 3 h & température
ambiante. Le résidu de filtration, nommé ADL, correspond a la lignine associée aux éléments
inorganiques. Les teneurs en hémicelluloses et en celluloses ont été calculées comme la
différence entre les fractions NDF et ADF, et les fractions ADF et ADL, respectivement. La
teneur en lignine est égale a la différence entre la fraction ADL et la teneur en matiéres
minérales déterminée apres calcination a 550 °C (Figure 2). Tous les produits utilisés dans cette
méthode ont été fournis par (Merck, Allemagne). Pour chaque substrat, trois a six echantillons

ont été analyses.
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Solubles
Hémicelluloses
( Celluloses
Résidu
NDF Résidu ) Lignine
ADF Résidu
ADL Résidu Minéraux
L 550°C

Figure 1l. 2 : Fractionnement de Van-Soest. NDF = Neutral Detergent Fiber ; ADF = Acid Detergent
Fiber ; ADL = Acid Detergent Lignin ; Résidu 550 °C = résidu obtenu par calcination

11.1.2.7. Dosage des polyphénols totaux

Le procéde d'extraction solide-liquide des polyphénols a été réalisé avec un ratio
massique solide-liquide de 1/10, dans un solvant éthanol/eau a 70%, a 50 °C et pendant 3
heures. La teneur en composés phénoliques totaux est ensuite déterminée par le dosage
colorimétrique de Folin-Ciocalteu (Merck, Darmstadt, Allemagne) (Singleton et al., 1999). En
pratique, 200 pL d'extrait ont été mélangés a 1 mL de réactif Folin-Ciocalteu (dilué dix fois).
Ensuite, 800 pL de carbonate de sodium sont rajoutés (75 g-L™?) et le mélange est incubé
pendant 10 minutes a 60 °C puis refroidi a température ambiante. L'absorbance a 750 nm est
ensuite mesurée par le spectrophotomeétre UV/Vis (Thermo Spectronic Genesys 20, Thermo
Electron Corporation, Massachusetts, Etats-Unis). Le standard utilisé pour le tracage des
courbes d'étalonnages est I'acide gallique. Les teneurs en composés phénoliques totaux sont
exprimées en concentration par mg d’équivalent d’acide gallique par rapport a la matiere seche

(MS) initiale (g GAE kg-MS™).

[1.1.2.8. Chromatographie Liquide a Haute Performance
(HPLC)

La quantification des composés phénoliques a été effectuee par chromatographie liquide
a haute performance (HPLC). Avant I'analyse, les extraits des marcs de raisins sont purifiés par
filtration a travers des membranes de polyéthersulfone de 0,2 pum. Un appareil de
Chromatographie en phase liquide (KNAUER, Berlin, Allemagne) couplé a un détecteur a
réseau de diodes est utilisé. Les analyses sont effectuées sur une colonne C18 Spherisorb ODS-2
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(5 um, 250 x 4,6 mm), avec un débit de 1 mL-min™, un volume d'injection de 20 pL et une
détection a des longueurs d’onde de 280 et 320 nm. L'éluant A est de l'acide formique a 2% et
I'éluant B est formé de 69% de méthanol, 29% d'eau pour HPLC et de 2% d'acide formique.
L'identification des composés phénoliques est basée sur la comparaison des temps de rétention
des pics détectés avec ceux des composeés standards. Les chromatogrammes sont traités a l'aide
du logiciel ChromGate (version 2.8.). La quantification est réalisée en intégrant 1’aire des pics

grice aux courbes d’étalonnages des standards. Les résultats sont exprimés en mg-kg™.

11.2. Procédé de méthanisation en mode batch du marc de
raisin
11.2.1. Description et principe de fonctionnement de
I’AMPTS (Automatic Methane Potential Test System)

La mesure du potentiel méthanogene (BMP, Biochemical Methane Potential) permet de
déterminer la biodégradabilité « anaérobie » de la matiere organique et la production maximale
de méthane associée, dans des conditions dites optimales. Le systéme de mesure utilisé dans ce
travail est I’AMPTS-I1I (Automatic Methane Potential Test System, Bioprocess Control, Lund,
Suéde) (Figure 3). Cet équipement analytique permet de suivre et d’enregistrer de faibles

volumes de méthane produits, a I’échelle du laboratoire.

Figure I1. 3 : Systtme AMPTS Il : unité d’incubation (a), unité de fixation du CO; (b), unité de mesure
du volume de CHg (c) et systeme de contr6le et acquisition (d)

Le systéme est composé de quatre unités principales :

Unité de digestion anaérobie :

L’unité d’incubation est un bain marie thermostaté (37 °C) qui peut contenir jusqu’a 15

bioréacteurs standards en verre borosilicatée de 0,5 L (Figure 3, a). Chaque bioréacteur est

1 ——
EL ACHKAR 2017 68

Méthanisation de marc de raisin. Caractérisation et optimisation du procédé et des prétraitements Jean El Achkar 2017



Chapitre 2 - Matériels et méthodes

équipé d’un agitateur rotatif mis en marche de fagon sequentielle et destine a assurer un mélange

suffisant du média (substrat et inoculum).

Unité de capture du COz:

Le biogaz produit dans chaque réacteur passe par un tube reliant 1’'unité d’incubation a 1’unité
de fixation du CO- (Figure 3, b). Cette derniere est constituée de bouteilles contenant une
solution alcaline (80 mL de NaOH & 120 g-L™?) et de la thymolphthaléine comme indicateur de
pH pour contréler visuellement la capacité de fixation du COz en gardant un pH supérieur a 10.
Ce dernier présent dans le biogaz est ainsi retenu par interaction chimique avec I’hydroxyde de

sodium (efficacité de la capture supérieure a 98%).

Unité de mesure du volume de méthane produit :

Le volume de CHa libéré est mesuré par un appareil de mesure du volume de gaz qui est un
bassin rempli d’eau contenant 15 clapets immergés (Figure 3, c¢). Chaque clapet recoit le CH4
en provenance d’un bioréacteur (plage de mesure : 0,01 2200 L-j%). Le méthane arrive sous ces
clapets qui se soulévent quand un volume preécis est accumulé (Figure 4) et une impulsion
¢lectrique est alors enregistrée par le systéme d’acquisition (répétabilité des mesures de 1%).
Des capteurs de pression et de température sont incorporés pour la correction en ligne des

résultats qui seront présentés ensuite en conditions normalisées.
Logiciel :

Un interface utilisateur via serveur web est intégré pour le paramétrage et 1’accés aux données.
Le volume de méthane produit est représenté graphiquement et 1’évolution de sa production
cumulée est suivie en temps réel pendant toute la période d’incubation (Figure 3, d). Les
résultats expérimentaux sont au format tableur standard ce qui réduit les temps de manipulation

des données.

Figure 1l. 4 : Soulévement d’un clapet suite a I’accumulation d’un volume précis de méthane
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Les bioréacteurs sont incubés a 37 °C jusqu'a ce que la production de biogaz cesse. Tous
les tests ont été réalisés en triplicata et la valeur nette de production de méthane est obtenue en
soustrayant la production endogéne des bioréacteurs contenant I’inoculum seul. A la fin des
essais, le pH est mesuré pour vérifier que l'arrét de la production de méthane est di a

I’épuisement de la biomasse et non pas a lI'acidification du milieu.

Le potentiel méthanogene a été calculé en divisant le volume de méthane produit par la quantité
de DCO injectée (Nm3kg DCO™). La biodégradabilité (%) a été déterminée en divisant le
potentiel méthanogeéne par le rendement théorique maximal en CHa qui est de 0,35-10° Nm®kg
DCO, dans des conditions normales de température et de pression (0 °C, 1013 hPa) (Buffiére
et al., 2008).

11.2.2. Calcul de normalisation du gaz

Les valeurs enregistrées dans le tableur généré par I’AMPTS-II sont normalisées aux
conditions standards : température de 0 °C, pression de 1 atm et gaz sec. La normalisation a été

effectuée en appliquant I’équation suivante [Eq. 3] :
Vo = fT,P X fw X Vpuite [ECI- 3]

Ou V, est le volume normalisé (NL), f7 p est le facteur considérant la température et la pression
de gaz, f,, est le facteur permettant de retrancher la teneur en eau dans le gaz, et V. (L) est

le volume enregistré pour un soulevement de clapet.

Pour décrire les caractéristiques physiques du gaz dans les gammes de température et de
pression utilisées, le facteur considerant la temperature et la pression frp a éteé calcule en

utilisant la loi des gaz parfaits selon 1’équation [Eq. 4] :

0,6
To y Pons_ 27315 (ges #06)

frp = Toaz .~ Po  tgaz + 273,15 101,32

Ou T, et p, sont la température standard (273,15 K ou 0 °C) et la pression standard (101,32 kPa
ou 1atm), Tyaz, tgaz €t Dgaz, représentent les températures en K ou °C et la pression de gaz

génerée dans le bioréacteur en conditions ambiantes.

Ces valeurs obtenues par les capteurs internes de température et de pression de I’AMPTS II

sont mises a jour apres chaque soulévement de clapet. La pression du gaz est la somme de la
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pression mesurée (exprimée en kPa) et d’un facteur constant de 0,6 correspondant a la pression

exercée par la colonne d'eau d’environ 6 cm située au-dessus des clapets.

L’équation d’ Antoine a été utilisée pour calculer le facteur considérant la teneur en eau dans le
gaz f,,. Elle permet une bonne approximation de la pression de vapeur autour la pression

atmosphérique et dans I’intervalle de température de 0 a 100 °C. f,,, est calculé selon 1’équation

[Eq. 5] :

1730,63
Poay 81962 = 333226+ tyay
fw=1- =1- [Eq.5]
v Pgaz 10 X (pgaz + 0,6)

Selon la loi des gaz parfaits, la pression de vapeur est supposée proportionnelle au volume de
gaz. La fraction volumique d’eau est ainsi équivalente a la fraction de pression obtenue par le
rapport de la pression de vapeur d’eau sur la pression totale. En conséquence, la fraction de gaz

sec peut étre calculée en éliminant la fraction d’eau du gaz humide.

En conclusion, la production de gaz est enregistrée et normalisée en continu par I’AMPTS 11

avec compensation de température et de pression en temps réel, selon 1’équation [Eq. 6] :

81962 — —-1730,63
v 273,15 (Pgazi + 0,6) . 10 233,426+ tyaz; e e
. = X X _ x q.
O tgani + 273,15 101,32 10X (pgans + 0.6) bulle

Le volume accumulé reporté par I’AMPTS II est calculé en additionnant le volume de gaz pour
chaque soulévement de clapet. Chaque volume ajouté est ajusté pour la pression, la température,

et la vapeur d’eau selon I’équation [Eq. 7] :

81962 — 173063

vy L 27315 (Pgazi +06) 10 PR et N o tpa

aCC,i - aCC,i—l tgaz,i + 273’15 101’32 10 X (pgaz'i + 0’6) bu”e[ q- ]
11.2.3. Inoculum et ratio substrat/inoculum

L’ajout d’un inoculum d’ensemencement, lors du démarrage de ces tests, met a disposition
une biomasse microbienne active favorisant ainsi un état d’équilibre de 1’ensemble du processus
de digestion anaérobie. Une description détaillée de I’inoculum utilis¢ dans notre étude est

fournie dans le paragraphe 1.1.2.
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Théoriquement, le rapport inoculum / substrat n’affecte que la cinétique de production de
méthane et non son rendement final, qui ne dépend que de la teneur en matiere organique.
Cependant, il a été largement rapporté qu'un ratio trop éleve d'inoculum / substrat pourrait
empécher I'induction enzymatique de la biodégradation, alors qu'un ratio trop faible pourrait

étre toxique pour les microorganismes (Liu et al., 2009 ; Neves et al., 2004).

Dans notre étude, I’inoculum et le substrat ont été ajoutés aux bouteilles selon un rapport (g
DCO inoculum / g DCO substrat) de 3/1. En effet, dans une étude récente, il a été démontré que
les conditions optimales pour obtenir un rendement maximal en méthane sont un
fonctionnement a température de 37 °C et un rapport inoculum / substrat de 3/1 (Gyenge et al.,
2014).

11.2.4. Modélisation cinétique de la production de méthane

Le test BMP peut étre utilisé pour estimer la constante d’hydrolyse globale kn. Dans notre

étude, un modeéle cinétique de premier ordre a été utilisé.
Ver, (€ = Ven, o X[1 — exp(=kpxt)]  [Eq.8]

Avec Vche (1), le volume de méthane produit au cours du temps (Nm?® kg-DCOinitiale %) ;

VcHa,max, l& volume maximal de méthane (Nm? kg-DCOinitiate %) €t Kn, la constante d’hydrolyse

(g}

L'ajustement des paires de données expérimentales (V¢y,, t) par régression non linéaire a été
réalisé a l'aide du logiciel GraphPad Prism (GraphPad, San Diego, Californie, Etats-Unis) qui
permet le calcul de la constante cinétique apparente k et du coefficient de détermination R2. De
plus, afin de valider le modele choisi, I'erreur de prédiction de la racine carrée moyenne

(RMSPE) a été calculée comme indiqué par 1I’équation suivante [Eq. 9] (EI-Mashad, 2013) :

RMSPE =

Avec Ve le volume de méthane prédit ; Vi, le volume expérimental mesureé et n, le nombre des

mesures.

La valeur de RMSPE represente I'écart entre la production expérimentale de méthane et celle
estimee. De plus, I'analyse de la variance de Kruskal-Wallis (ajustement du chi-carré) a éeté
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réalisée pour évaluer les différences statistiques entre les courbes expérimentales et celles

prédites ou modélisées.

11.3. Procédé de méthanisation en mode continu du marc
de raisin

11.3.1. Digesteur CSTR (Continuous Stirred Tank Reactor)
de 12 L

11.3.1.1. Description et principe de fonctionnement

Le pilote de méthanisation, représenté sur la figure 5, est un réacteur vertical tubulaire en
verre de type parfaitement mélangé (CSTR, Continuous Stirred Tank Reactor) ayant un volume
utile de 12,5 L. L'outil est automatisé grace a un automate programmable de la société Perrax
(Perrax, Union, France) qui permet la collecte des données concernant les conditions de
fonctionnement, la modification du programme si nécessaire et la mise en marche automatique
des pompes péristaltiques. La régulation de température a 37 °C est réalisée par une circulation
d’eau chaude dans la double enveloppe du digesteur. Afin de maintenir un méme volume de
réaction et ainsi un temps de séjour stable, une masse précise du digestat a été drainée et la
méme masse de marc de raisin a été alimentée manuellement dans le réacteur via une vanne de
prélévement, a 1’aide d’une seringue en plastique de 100 mL. Pour cela, une balance Mettler
Toledo (Viroflay, France) permet la mesure en continue de la masse du digesteur. La production
de biogaz a été enregistrée et surveillée quotidiennement a I'aide d'un compteur de gaz (Type
MGC-1 PMMA, Ritter, Allemagne) ayant une plage de mesure comprise entre 1 mL et 1 L par
heure. Un clapet anti-retour prévient les perturbations de la mesure du biogaz liées aux
injections manuelles et aux extractions. La détermination de la teneur en méthane a été effectuée
en utilisant une solution de NaOH 6M comme unité de fixation du CO2, placée entre deux
compteurs de gaz en série. De plus, un analyseur de gaz infra-rouge ADC LFG 20 (Scientific
Equipment, Garches, France) a permis de quantifier les teneurs en CO2, CH4 et O du biogaz

présent dans I'espace libre du réacteur.
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1: réacteur de méthanisation
2: régulation de température
3: sonde pH

4 réfrigérateur 4°C

4a : bac d'alimentation

4b : bac de soutirage

5: analyseur biogaz

6: condenseur a effet Peltier
7a : pompe de recirculation

7b : pompe d’alimentation

7c : pompe de soutirage

8: compteur volumique de biogaz
9: balance

Figure 11. 5 : Représentation schématique du montage expérimental (Guillaume et Lendormi, 2013)

11.3.1.2. Conditions expérimentales des etudes réalisées dans ce
digesteur

11.3.1.2.1. Caractérisation de la production de méthane du marc de raisin a

37°C
Le marc de raisin, cépage « Cabernet Franc » récolté au cours de la vendange 2013, a
été utilisé dans ces expérimentations. En mode continu, le broyage est indispensable afin
d’éviter le bouchage des tuyaux du pilote par les pépins et les maticres fibreuses présentes dans
le marc de raisin. Ce dernier a été broyé avec de 1’eau résultant en une concentration finale de
0,25 kg-kg?. La technique de broyage est similaire a celle décrite dans les paragraphes

précédents.

Le digesteur a été opéré en conditions mésophiles, sous une température de 37 °C. Les
opérations d’alimentation/soutirage ont été effectuées quotidiennement en appliquant un temps

de séjour hydraulique (TSH) de 30 jours et une charge organique de 2,5 kg DCO-m3j,

Le choix du TSH dépend ordinairement de la nature du substrat et de sa difficulté a étre digéré
par les microorganismes. Compte tenu de la matrice complexe de notre matiére premiere, le
digesteur anaérobie doit ainsi avoir un temps de séjour suffisant. Sur la base de différentes
études bibliographiques, le TSH de 30 jours s’est avéré le plus fréquemment utilisé durant la
digestion anaérobie de nombreux déchets agro-industriels en mode continu (Kafle et Kim,
2013 ; Ruffino et al., 2015). C'est la raison pour laquelle un TSH de 30 jours a été choisi dans
cette étude.
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En outre, afin de maximiser la production de biogaz tout en maintenant la stabilité du milieu
dans des digesteurs de type CSTR, il a été montré que la charge organique appliquée (COA)
devait étre comprise entre 0,25 et 3 kg DCO-m3-j* (Rajeshwari et al., 2000). Afin de respecter

cette gamme, nous avons choisi de travailler avec une charge de 2,5 kg DCO-m3j2.

Les taux d'alimentation et de soutirage dans les différents digesteurs sont reliés au temps de
séjour appligué et sont calculés selon I’équation suivante [Eq. 10] :

Vdigesteur

T d'ali tation =
aux altmentation TSH

[Eq.10]

Ou le taux d’alimentation s’exprime en (L-j %), le volume utile du digesteur (Vaigesteur) €N L et le

TSH en jours.

Pour maintenir un TSH stable de 30 jours tout au long de la digestion, 400 mL de digestat ont
été alors évacués tous les jours et le méme volume de marc de raisin a été introduit dans le
digesteur par l'intermédiaire d'une vanne de prélévement et a I'aide d'une seringue en plastique
de 100 mL (prélevement a 4 reprises). Un ratio massique de dilution du marc de raisin de 1/8 a
été utilisé pour la préparation des intrants. Des échantillons homogenes ont été stockés a -20 °C

jusqu’a utilisation.
11.3.1.2.2. Acclimatation du pilote a 25 °C

Aprés avoir atteint des conditions de stabilité dans le digesteur fonctionnant a 37 °C,
sous un TSH de 30 jours et une COA de 2,5 kg DCO-m3j, des essais d’acclimatation a la
température moyenne de la vallée de la Bekaa (25 °C) ont été réalisées afin d’adapter le systeme
aux milieux libanais. L’idée étant de diminuer la consommation d’énergie liée au chauffage du
digesteur. Pour cela, afin de mieux adapter le systeme au changement de température, celle-ci
a été abaissée par des sauts de 3 °C, comme réalisé dans une étude précédente sur la digestion
anaérobie des huiles de palmes (Choorit et Wisarnwan, 2007). Ainsi, les effets des températures
de 34 °C, 31 °C, 28 °C et 25 °C sur la production de méthane et sur la stabilité du systeme ont
été évalués. Deux a trois semaines ont été nécessaires pour achever chaque étape et enregistrer

une stabilité dans la production de méthane et dans les paramétres physicochimiques.
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11.3.2. Digesteurs de 2 L

11.3.2.1. Description et principe de fonctionnement

Ce systéme de mesure est constitué de trois unités principales (Figure 6). L’unité
d’incubation (@) est un bain marie thermostaté (37 °C) qui contient des bioréacteurs de 2 L
(Bioprocess Control, Lund, Suede). Chaque bioréacteur est équipé de deux tubulures
obturables ; la premiére pour le soutirage du digestat et la seconde pour 1’alimentation en
substrat. 1l est agité manuellement pour une minute, deux fois par jour, afin d’assurer un
mélange suffisant. Le biogaz produit passe par un tube reliant I’unité d’incubation a I’unité de
fixation du CO> (b). Cette derniére est constituée de bouteilles contenant une solution alcaline
(80 mL de NaOH & 240 g-L™?) et de la thymolphthaléine comme indicateur de pH. Ainsi, Le
volume de CHys libéré de cette unité est mesuré avec un compteur de gaz (Type MGC-1 PMMA,
Ritter, Allemagne) ayant une bonne précision dans une plage de mesure de débit comprise entre
1 mLet1L par heure (c).

Figure 1. 6 : Systéme des digesteurs en mode continu : unité d’incubation (a),
unité de fixation du CO- (b) et unité de mesure du volume de CHs (c)

11.3.2.2. Conditions expérimentales des etudes realisées dans ces
digesteurs

11.3.2.2.1. Evaluation des effets du temps de séjour hydraulique (TSH) sur
la productivité des réacteurs

Afin d’optimiser le processus de méthanisation du marc de raisin, les effets de la COA
et du TSH ont été évalués. L’objectif étant de déterminer les conditions qui permettent a la fois
d’assurer un taux de dégradation optimal de la matiére premiére et une productivité optimale
de méthane.

1 ——
EL ACHKAR 2017 76

Méthanisation de marc de raisin. Caractérisation et optimisation du procédé et des prétraitements Jean El Achkar 2017



Chapitre 2 - Matériels et méthodes

Taux de dégradation Productivité du réacteur
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Figure 11. 7 : Courbe théorique établissant la relation entre la charge organique appliquée, la
productivité et le taux de dégradation lors de la digestion anaérobie d’un substrat donné
(Guillaume et Lendormi, 2013)

Pour la préparation des intrants, du marc de raisin cépage « Chenin blanc » a été broyé
avec de I’eau résultant en une concentration finale de 0,25 kg-kg™. La technique de broyage est
similaire & celle décrite précédemment. 1l convient de noter que le méme ratio de dilution du
marc de raisin a été utilisé dans toutes les expérimentations en mode continu (ratio 1/8). Les
opérations d’alimentation/soutirage ont été effectuées quotidiennement en appliquant différents
TSH et ainsi différentes charges organiques. Les taux d'alimentation et de soutirage dans les
différents digesteurs sont reliés au temps de séjour appliqué et sont calculés selon 1’équation

10. Les conditions de fonctionnement sont rassemblées dans le tableau 2.

Le marc de raisin est composé d’une matrice complexe riche en fibres difficilement
dégradables. Par conséquent, pour traiter un tel substrat lignocellulosique, une augmentation
graduelle et lente de la charge organique appliquée (COA) doit étre adoptée pour donner
suffisamment de temps aux microorganismes pour s'y adapter (Aboudi et al., 2016). Dans cette
étude, une montée en charge organique « douce » s'est effectuée selon une augmentation de
25% par rapport a la charge précédente. Cette stratégie est similaire a celle utilisée dans une
étude précédente (Guillaume et Lendormi, 2015). Par la suite, une période d’une semaine
consiste a la saisie réelle de la productivité de méthane dans les digesteurs qui doit étre
suffisamment stable (linéarité de la production cumulée de méthane au cours du temps) afin de
continuer la montée en charge. Les digesteurs (1) et (2) ont été opérés sous un TSH de 30 jours,
(3) et (4) sous un TSH de 20 jours, (5) et (6) sous un TSH de 15 jours et (7) et (8) sous un TSH
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de 10 jours, ciblant des charges organiques finales de 2,5 kg DCO-m=:j, 3,7 kg DCO-m>j?,
5,7 kg DCO-m3jtet 7,3 kg DCO-m™j?, respectivement.

Afin d’aboutir a des conditions stables, en termes de taux de dégradation du marc de raisin et
de productivité des digesteurs, il est nécessaire de considérer, a la charge finale, une durée de
fonctionnement égale a 3 fois le temps de séjour (Aboudi et al., 2015 ; Murto et al., 2004). Le
taux de dégradation en anaérobie (%) a été calculé en divisant le volume expérimental de
méthane produit par le volume théorique, étant donné qu'un kg de DCO produit 0,35.10° Nm®

de méthane.

Tableau I1. 2 : Paramétres de fonctionnement des digesteurs anaérobies.

Digesteurs | Période nIT:stslioqﬂz g:urgzpc TSH | Débit d’ali._nientaﬁon COA 31
de raisin (Jours) (L™ (Kg DCO-m™+j1)
I 1,5
1 1,9
let2 i 1/8 30 0,07 2,3
[\ 2,9
\Y 2,5
I 1,5
I 1,9
3et4 i 1/8 20 0,10 2,3
\Y/ 29
\ 3,7
I 1,5
I 1,9
11 2,3
5et6 v 1/8 15 0,13 2,9
\ 3,7
VI 4,7
VI 5,7
| 15
1 1,9
i 2,3
\Y 29
7et8 v 1/8 10 0,20 37
VI 47
VIl 5,7
VIII 7,3
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11.3.2.2.2. Evaluation des effets du traitement alcalin sur la production de
méthane en continu

Afin d’évaluer I’effet du traitement alcalin sur la digestion anaérobie du marc de raisin en
mode continu, quatre digesteurs ont été opérés sous une température de 37 °C en appliquant un
TSH de 20 jours et une COA de 3,7 kg DCO-mj 1. Deux premiers digesteurs ont été alimentés
avec du marc non traité et deux autres avec du marc traité avec 10% NaOH m/m MSmarc. Les
conditions expérimentales du traitement alcalin seront détaillées dans le paragraphe 4.2.1. Suite
a ce traitement, et comme dans toutes les expérimentations en continu, le marc de raisin a été

broye et les echantillons préparés ont été conserves a -20 °C jusqu’a utilisation.

11.3.3. Meéthodes analytiques de suivi des digesteurs

11.3.3.1. Détermination du Titre Alcalimetrique Complet (TAC) et de
I’Acidité Volatile Totale (AVT)

Le TAC correspond a la teneur en carbonates et hydrogénocarbonates dans un
échantillon liquide. Il est synonyme d'alcalinité et permet de jauger le pouvoir tampon du milieu
de digestion. Par rapport a I’AVT, il représente 1’ensemble des acides gras volatils comprenant
moins de 6 carbones et d’autres acides volatils dissous. De ce fait, dans un digesteur anaérobie,

I’augmentation de I’AVT peut étre agrégée a celle des acides gras volatils.

Pour effectuer ces 2 analyses, on commence par prélever 25 mL de boues des digesteurs en
fonctionnement. Puis, on les centrifuge a 8000 tr-min! pendant 5 minutes. Le liquide surnageant
est ensuite recueilli dans un bécher de 400 mL. Le culot est suspendu avec 50 mL d’eau distillée
en prenant soin de ne rien perdre de la partie solide. On centrifuge & nouveau a 8000 tr-min™
pendant 5 minutes et on recueille aussi le surnageant. Ces étapes de lavages sont répétées au
moins trois fois. Ainsi, le liquide recueilli contient particulierement les bicarbonates et les

acides volatils solubles.

Pour mesurer le TAC (en g de CaCOs-L™1), on met sous agitation le liquide récupéré dans le
bécher. Ensuite, on plonge les électrodes d’un pH-métre dans le liquide et on note le pH initial.
A I’aide d’une burette au 1/25 mL, on verse de I’acide chlorhydrique HCI 0,1 N jusqu’a pH =

4. V1 correspond au volume d’acide chlorhydrique versé jusqu’a 1’obtention de pH = 4.
Ainsi, on obtient cette équation [Eq. 11] :

TAC =V, x4 X 0,05 [Eq.11]
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Pour la mesure de I’acidité volatile (en g de CH3COOH-L™?), on poursuit 1’ajout d’acide
chlorhydrique HCI1 0,1 N jusqu’a pH = 3,5. Puis, on fait bouillir le liquide pendant 3 minutes
précisément et on laisse refroidir jusqu’a température ambiante. On plonge ensuite les
électrodes du pH-métre dans le liquide refroidi et on ajoute a la burette une solution de NaOH
0,1 N jusqu’a pH = 4 sous agitation ; V2 correspond au volume de NaOH versé. On poursuit

ensuite I’addition de NaOH jusqu’a pH = 7 ; V3 correspond au volume versé jusqu’a pH = 7.
On obtient alors 1’équation suivante [Eq. 12] :
Acidité volatile = (V3 —V,) x4 x 0,06 [Eq.12]

11.3.3.2. Evaluation de la biodégradabilitt —des fractions

lignocellulosiques

Aprés une période égale a trois fois le temps de séjour, un volume de 0,2 L a été prélevé dans
chaque digesteur puis séché a 105 °C. Le fractionnement de Van-Soest a été réalisé sur les
résidus secs pour évaluer la biodégradabilité des fibres lignocellulosiques et comparer les
rendements de réduction en hémicellulose, cellulose et lignine, en fonction des différents temps

de séjours.

11.4. Prétraitements du marc de raisin

Dans cette section, il convient de noter que tous les prétraitements ont été appliqués a un
méme cépage de marc de raisin : le Chenin blanc. En effet, en raison de la période de vendange
tardive en France en 2015, il était le seul marc de raisin industriel disponible a la date des
expériences. Les effets de ces prétraitements sur la biodégradabilité des fibres
lignocellulosiques ont été évalués par le fractionnement de VVan-Soest. Les effets respectifs sur
la production de méthane ont été réalisés déterminés grace au test de mesure du potentiel bio-
méthanogene (BMP).

11.4.1. Prétraitements physiques

11.4.1.1. Congélation

Une technique de congélation / décongelation a été utilisée comme traitement en amont
de la digestion anaérobie du marc de raisin. Un premier ensemble de marc a été congelé a -20 °C
et le second a -80 °C, pendant 48 heures. Ensuite, les échantillons ont été décongelés pendant
24haé6 °C.
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11.4.1.2. Traitement aux ultrasons

La désintégration par ultrasons a été réalisée a I’aide d’un bac a ultrasons (BPAC, Vern-
Sur-Seiche, France) ayant une fréquence de 50 kHz et une puissance effective de 60 W. Le bain
de sonication en acier inoxydable, a une capacité de 2 L, une longueur de 15 cm, une largeur
13,5 cm et une hauteur de 10 cm. Le marc de raisin est mis dans des bouteilles de 0,25 L, selon
un ratio (masse marc / Masse iiquide) de 1/10, correspondant a une charge en matiéres seches
proche de 50 g-L* (Monlau et al., 2013b). La sonication est effectuée par tranche de 5 minutes,
avec un temps sans apport d’ultrasons de 5 minutes entre deux épisodes de sonication afin

d’éviter I'augmentation de la température de plus de 5 °C.

Figure I1. 8 : Bac a ultrasons

Pour évaluer le degré de désintégration, la DCO du surnageant a été suivie pendant le traitement.
Le degré de désintégration (DDpco) est calculé comme étant le rapport entre I'augmentation de
la DCO soluble due a la sonication et la DCO totale (Braguglia et al., 2008) selon cette équation
[Eqg. 13]:

Z =DDpco = DCOSOl. traité — DCOsol, non traité

Eq.13
DCOsol, max ~ DCOsol, non traité [ ]

Ou DCOsyol, traite, DCOsol, non traite, représentent les DCO solubles, de I'échantillon traité et de celui
non traité, respectivement et DCOso, max représente celle de I'échantillon complétement

désintégré par les ultrasons.

A partir de cette équation, deux niveaux différents de désintégration ont été déterminés. Zos
correspond a la demi-désintégration du marc de raisin en appliquant une durée de traitement de

40 min. Z; correspond a une désintégration maximale avec une durée de traitement de 70 min.
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L’énergie Wus (kJ-kg™*) consommeée par les ultrasons est calculée comme suit [Eq. 14] :

PysXtys

OU Puys est la puissance du générateur (égale a 0.06 kJ-s™), m est la masse du mélange (marc de

raisin + eau) (kg) et tus est le temps d’application des ultrasons (s).

11.4.1.3. Traitement CEP

Le traitement par les CEP a été réalisé en utilisant le systeme présenté dans la figure 6

comprenant :

- Une alimentation haute tension continue (2,5 kV, 0,24 A) (SR2.5-P-600,
TECHNIX, France) (Fig. 9 a).

- Un générateur d’impulsion (TGP110, Tti, Royaume-Uni) qui sert a ajuster la durée
d'impulsion ti (10°- 10*s) et la fréquence (24 - 240 Hz) (Fig. 9 c). Il est relié a un
oscilloscope (OX 8022-20MHz différentiel, Metcix, France) (Fig. 9 b).

- Un modulateur de tension (AHTPM2.5, Effitech, France) (Fig. 9 d).

- Une boite de mise a la terre (Fig. 9 e).

- Une chambre de traitement (Fig. 9 f).

- Un impédance-métre (U1733C, Agilent Technologies, Etats-Unis) (Fig. 9 g).

Figure 11. 9 : Systeme de traitement CEP, générateur haute tension (a), oscilloscope (b), générateur
d’impulsions (¢), modulateur (d), boite de mise a la terre (e), chambre de traitement () et impédance-
métre (g)

La chambre de traitement est une cellule cylindrique en plexiglass contenant deux électrodes
en acier inoxydable. Une premiere électrode mobile est reliée a la borne positive du modulateur
de tension, et la seconde qui est fixée au fond de la cellule est reliée avec la boite de mise a la
terre. Le diametre des électrodes et de la cellule est de 6,5 cm et la hauteur de la cellule est de

7cm.
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L’indice de désintégration (Z) au cours du traitement a été calculé par 1’équation suivante [Eq.

15] (Lebovka et al., 2002) :

Om — Oj
7 = Eq.15
P [Eq.15]

Ou o est la conductivité électrique (S m™), om est la conductivité électrique mesurée au cours
du traitement CEP ; oj est la conductivité électrique initiale ; oqla conductivité électrique d’un
¢chantillon totalement désintégré. oq est obtenu apres trois cycles de congelation/décongélation
d’un échantillon frais suivis d’un traitement microondes a 800 W pendant 2 minutes
(Microwave ME82V — 800 W / 2450 MHz, Samsung, Malaisie). Ainsi, Z = 0 correspond a un
produit intact et Z =1 correspond a un produit totalement désintégré. En se référant a cette
équation, trois niveaux de traitement du CEP ont été déterminés pour le marc de raisin : Zo, Zos
et Z;.

Une intensité de champs électriques pulsés de 3600 V cm™ a été utilisée. Des trains
monopolaires rectangulaires (n = 240 impulsions) avec une durée d'impulsion de 50 - 108 s (t)

ont été appliqués et le nombre de trains (N) était de 9 pour Zos et de 14 pour Z;.

Pour négliger les effets thermiques, I'élévation de la température a été maintenue en dessous de

5 °C en ajustant un temps de pause At (5 min) entre les séries.

La consommation énergétique du traitement CEP (Wcep) peut étre représentée par la somme

des énergies injectées par chaque train d’impulsion.

Wecep est exprimée en kJ-kg™ de matiére brute [Eq. 16] :

N -] ' tt .
Wegp = Z moyenne rain [Eq.16]
1 m

Ou U est la tension appliquée (V), Imoyenne €St le courant moyen (A), tirain est le temps d’un train

(S) et m est la masse de 1’échantillon dans la chambre de traitement (g).

11.4.2. Prétraitements chimiques

11.4.2.1. Traitement avec de la soude, de I’ammoniaque et de 1’acide
chlorhydrique

Les effets des traitements chimiques sur la production de méthane du marc de raisin ont été
évalués en utilisant NaOH, NH3 et HCI séparément. Les conditions des prétraitements ont été

déterminées sur la base de quelques études bibliographiques évaluant leurs effets sur la
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production de méthane de certains substrats lignocellulosiques (Monlau et al., 2012a, 2013b ;
Sambusiti et al., 2012). Ces prétraitements ont été effectués dans des bouteilles de 250 mL,
fermées par des septums en caoutchouc, dans lesquelles les échantillons de marc de raisin ont
été introduits selon un ratio (mMasse marc / Masse liquide) de 1/10, homologue & une charge en

matiéres séches proche de 50 g-L™.

Trois concentrations croissantes de NaOH, NHz et HCI de 0%, 6% et 10% m/m MSmarc Ont eté
testées independamment. Les échantillons de marc de raisin frais ont été trempés dans les
différentes solutions chimiques, a température ambiante (20 £ 1 °C) et pendant 24 heures
(Figure 10). Pour assurer un mélange suffisant, les bouteilles ont été continuellement agitées a
150 tr-mint en utilisant un agitateur orbital (IKA KS 260 basique, Labtek, Staufen, Allemagne).
A la fin des traitements et avant le test BMP, les échantillons ont été neutralisés avec des

solutions concentrées d’HCI ou de NaOH de 3M jusqu’a pH =7,5.

Figure I1. 10 : Bouteilles contenant du marc de raisin avec des solutions a différentes concentrations en
NaOH, aprés 24h de traitement. NaOH 0% (a), NaOH 6% (b) et NaOH 10% (c)

11.5.  Analyses statistiques des données

11.5.1. Coefficient de corrélations linéaires

La corrélation mesure la relation entre deux variables. Le coefficient de corrélation le plus
connu est celui de Pearson, également appelé coefficient de corrélation linéaire. Dans ce travail,
il a été déterminé a l'aide du logiciel SPSS (logiciel SPSS, V20, SPSS Inc., Chicago, Etats-
Unis).

11.5.2. Analyse en Composantes Principales (ACP)

La manipulation d’un grand nombre de variables sollicite I'utilisation d’un outil statistique
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pour faciliter leur comparaison. L’ Analyse en Composante Principale (ACP) est une méthode
qui réduit I’espace géométrique utilisé pour visualiser les données, en utilisant une combinaison
linéaire des variables qui maximise la variance. Elle est basée sur le principe de dualité. Plutot
que d’utiliser toutes les variables individuellement, des axes ou composantes qui groupent

plusieurs de ces variables initiales sont ainsi creés.

Cette méthode permet donc de visualiser la typologie des échantillons et d’éviter la redondance
des variables en considérant 1’étude dans 1’espace réduit des axes décorrélés. Elle transforme
un grand nombre de variables corrélées en un nouveau jeu de variables non corrélées appelées
Composantes Principales (PC) qui pourraient expliquer la majeure partie de la variation des
données. Le travail d’analyse n’est plus effectué sur les individus et variables, mais sur les
composantes et axes principaux. Le critére le plus connu pour la sélection des composantes
principales est la valeur propre ou « Eigen value », qui consiste a garder les composantes ayant

des valeurs supérieures a 1.

Dans ce travail, cette analyse a été menée pour étudier les relations possibles entre les
paramétres physico-biochimiques étudiés et la variabilité de la production de méthane des
différents marcs de raisins. La projection des variables sur les plans factoriels permet de
visualiser ceux ayant la plus grande influence sur la distribution des échantillons. Plus la
distance de l'origine est grande, plus I’influence est significative. En outre, les variables
adjacentes sont positivement corrélées et celles en sens opposés sont négativement corrélées.
La projection des échantillons sur les plans factoriels montre comment ils sont situés les uns
par rapport aux autres, en fonction de la typologie des variables. En d’autres termes, en
comparant les deux projections, les échantillons sont souvent corrélés avec des variables situées
dans la méme partie. Ce test a été effectué a I'aide du logiciel SPSS (logiciel SPSS, V20, SPSS
Inc., Chicago, Etats-Unis).
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[1l. Chapitre Ill: Méthanisation de marc de raisin
caractérisation biochimique des fractions et production de
méthane dans des digesteurs discontinus et continus

L’article « Anaerobic digestion of grape pomace : biochemical characterization of the
fractions and methane production in batch and continuous digesters » a été publié dans le journal
« Waste Management » en 2016, vol. 63, pp. 275-282. Il porte sur la caractérisation préliminaire

de la méthanisation de marc de raisin en mode batch et continu.

[11.1. Avant-propos

Les méthodes actuelles de valorisation du marc de raisin semblent étre limitées et ne
peuvent absorber qu'une faible proportion des déchets générés. Le présent article offre alors une
alternative innovante en proposant une éventuelle possibilité de valorisation énergétique du

marc de raisin par digestion ana€robie.

En premier lieu, nous avons procédé a la caractérisation de marc de raisin industriel issu de
cépage Cabernet franc, vendange 2013, en provenance de la région de Layon en France. Des
analyses physico-chimiques variées ont permis de déterminer le taux de matieres séches, de
matieres volatiles, la demande chimique en oxygeéne (DCO) ainsi que les proportions de
polysaccharides structuraux (méthode de Van-Soest). Pour 1’étude de la biodégradabilité «
anaérobie » et la production maximale de méthane, des cinétiques de dégradation ont été
évaluées en mode batch en utilisant I’AMPTS-II (Automatic Methane Potential Test System)
pour le marc entier, les pulpes et les pépins, séparément. L’effet de broyage des substrats a
¢galement ¢été considéré car, en mode continu, ce dernier est indispensable afin d’éviter

1’obstruction des tuyaux du pilote par les grandes particules, en particulier les pépins.

En mode batch et pour tous les échantillons, la production de méthane augmente et tend vers
un plateau qui apparait environ 10 & 12 jours apres le debut des essais. A la fin des
expérimentations, les productions cumulées de méthane des substrats sont de 0,125 + 0,012,
0,170+ 0,005, 0,165 + 0,004, 0,182 + 0,002, 0,052 + 0,002 et 0,129 + 0,001 Nm® CH4 kg DCO
1 pour le marc entier, le marc entier broyé, les pulpes, les pulpes broyées, les pépins et les pépins
broyes, respectivement. Ces résultats mettent en évidence I'absence d’effets synergiques entre
les substrats et soulignent I’effet positif du broyage dans I’intensification de la production de

méthane.

En effet, le broyage augmente la biodégradabilité anaérobie du marc entier, des pulpes et des
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pépins de 13,1%, 4,8% et 22,2%, respectivement. L’enveloppe externe des pépins assez dure et
épaisse, protége I'embryon des blessures mécaniques et bloque ainsi ’accessibilité des enzymes
aux endospermes, assez riches en matiéres hydrocarbonées. Le broyage permet donc la rupture
de cette enveloppe tout en libérant les composants cellulaires facilement biodégradables qui

seront ainsi convertis en méthane ; d’ou la grande augmentation de la production de gaz.

Les résultats obtenus fournissent des détails intéressants sur la production de méthane a partir
de notre biomasse. Une étude aussi détaillée n’est pas retrouvée dans la littérature mais plutot,
des essais en batch accomplis sur du marc entier et sur des pépins en provenance de 1’Italie
(cépage non mentionné) ou les résultats révelent des productions de méthane proches aux

notres.

Pour un meilleur transfert technologique et afin de valider ces résultats a 1’échelle pilote,
le potentiel méthane du marc entier a été déterminé en mode continu dans un réacteur de 12 L
parfaitement mélangé (CSTR), avec une charge organique appliquée de 2,5 kg DCO m=j* et
un temps de séjour de 30 jours. Le digesteur a fonctionné plus que 3 fois la durée du temps de
séjour moyen soit 105 jours, sous température de 37 °C, afin de marquer une stabilité dans les
paramétres physico-chimiques et la production de gaz.

Le pH moyen du milieu a diminué de 7,4 a 7,0 sans ajustement, tout au long de
I'expérimentation. L'alcalinité (TAC) a diminué de 14,8 g eq. CaCOs L au début jusqu’a 4,6 g
eq. CaCOs L a la fin des expérimentations, et I’acidité Volatile Totale (AVT) s’est stabilisée
a une valeur de 0,91 g eq. CHsCOOH L, soulignant ainsi le bon déroulement du procédé de
digestion anaérobie. En outre, un autre critere permettant de confirmer la stabilité des
bioréacteurs anaérobies est le rapport AVT/TAC qui doit étre inférieur a 0,4. Dans notre cas,
ce ratio n’a pas dépassé la valeur de 0,2, ce qui témoigne de la stabilité du procédé. Finalement,
la production de biogaz s’est stabilisée a 6,43 + 0,09 NL j* avec une teneur en méthane de 62,3
+ 0,6 %.

Il convient de noter que le potentiel méthane obtenu en continu comparé a celui issu du mode
batch, a montré un rendement du pilote de 81%. Globalement, sur des digesteurs anaérobies en
fonctionnement avec des cultures végétales, il est possible d’atteindre un optimum de 70-90 %
du potentiel méthane en batch. Par conséquent, nous avons réussi a mettre en place un modele

de grande efficacité.

Enfin, les quantités énormes de marc de raisin issues du secteur viti-vinicole et leur

richesse en molécules bioactives marquent cette biomasse végétale comme source d'énergie
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verte alternative. Dans ’ensemble, les résultats obtenus démontrent clairement le succes de
I'approche proposée pour une gestion écologique appropriée et une valorisation énergétique du

marc de raisin.

[11.2.  Full paper: “Anaecrobic digestion of grape pomace:
biochemical characterization of the fractions and methane
production in batch and continuous digesters”

Anaerobic digestion of grape pomace: biochemical characterization of the fractions and

methane production in batch and continuous digesters

Jean H. El Achkar!?, Thomas Lendormi!, Zeina Hobaika?, Dominique Salameh?, Nicolas

Louka?, Richard G. Maroun?, Jean-Louis Lanoisellé!

(1) Univ. Bretagne Sud, FRE CNRS 3744, IRDL, F-56300 Pontivy, France
(2) Centre d’Analyses et de Recherches, Unité de recherche Technologies et Valorisation Alimentaire, Faculté

des Sciences, Université Saint-Joseph de Beyrouth, Beyrouth, Liban
Abstract

In this study, we have estimated the biogas and methane production from grape pomace (variety
Cabernet Franc). The physical and chemical characteristics of the raw material were
determined, and the structural polysaccharides were identified and analyzed by the Van-Soest
method. Batch anaerobic digestions were carried out to assess the methane production of the
grape pomace, pulp and seeds. The obtained cumulative methane productions are 0.125, 0.165
and 0.052 Nm?3.kg COD™ for grape pomace, pulps and seeds, respectively. The effect of
grinding on the methane potential of the substrates, as a mechanical pretreatment, was
evaluated. We found that it increased the anaerobic biodegradability for grape pomace, pulp
and seeds by 13.1%, 4.8% and 22.2%, respectively. On the other hand, the methane potential
of the grape pomace was determined in a laboratory pilot plant (12 L) continuously mixed with
an organic loading rate of 2.5 kg COD-m?3-d* and a hydraulic retention time of 30 days. The
corresponding biogas production was 6.43 10° Nm?3.d?, with a methane content of 62.3%.
Thus, the pilot plant’s efficiency compared to that achieved in the batch process was 81.2%.
Finally, a significant correlation was found between the biochemical content and methane

production.
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Keywords

Anaerobic digestion, by-product valorization, grape pomace, biogas, biodegradability, batch to

continuous reactor.
Highlights

* Methane potential of grape pomace, pulp and seeds, variety Cabernet Franc, was assessed in

batch mode.

* Grinding increases the anaerobic biodegradability of the GP, pulp, and seeds by 13.1%, 4.8%,
and 22.2%, respectively.

* Scale-up to pilot test succeeded, with a methane yield of 81% comparing to the batch mode.

* Van-Soest fractionation demonstrates that a correlation exists between polysaccharide

composition of the fractions and methane production.
1. Introduction

The significant growth in energy needs has not been adequately followed by renewable energy
source development (Rihl et al., 2012). Changing society’s dependence on petroleum-based
sources to one on renewable biomass-based resources is considered a crucial element for
developing a sustainable industrial society and for the effective management of greenhouse gas
emissions (Clark et al., 2012).

Anaerobic digestion (AD) is a promising and potent approach for the sustainable valorization
of biomass resources in a future biobased economy. It is divided into four phases, hydrolysis,
acidogenesis, acetogenesis and methanogenesis (Noykova et al., 2002), which transform the

organic matter into mainly a mixture of methane and carbon dioxide called biogas.

The AD of organic waste provides a variety of environmental and public health benefits
including the production of a renewable energy platform, greenhouse gas abatement, the
possibility of nutrient recycling, reduction of waste volume and odor reduction (Pham et al.,
2015). It was reported that 1 m® of biogas from AD is equivalent to 21 MJ of energy, and it
could generate 2 kWh of electricity (Murphy et al., 2004).

The organic fractions of agricultural waste and residues are considered promising renewable
energy resources, and their potential can be exploited through an AD process. As French and

Lebanese research groups, we have chosen as a starting point to focus on the by-products of
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winemaking, especially grape pomace (GP), which is the solid residue that remains after the
processing of grapes into wine. GP contains skin, pulps and seeds. The grape (Vitis vinifera) is
one of the most cultivated fruit crops worldwide; in 2012, the world grape production totaled
69.1 million metric tons (Castellucci, 2013). This biomass is available in many countries (as of
2014, 46 states are members of the International Organization of Vine and Wine), and its
valorization is a global issue. For example, in France, the annual production of GP is currently
approximately 700,000 tons, and its collection is organized for transport from the vineyards to
the distilleries. However, these distilleries are energy-intensive. Thus, the electricity and heat
produced during the AD of biomass have a direct benefit in highly reducing the dependence on
energy imports. The AD of this waste also allows the stabilization of organic matter and the
reduction of water content. In Lebanon, the GP annual production is estimated to be 1600 tons.
This may seem relatively low, but it should be noted that this amount is mainly located in the
Bekaa Valley, which facilitates the transport of the sources of biomass to a centralized biogas

plant.

Through the decades, the utilization of GP for alternative uses has been minimal, with large
portions discarded in landfills. Currently, GP is composted as fertilizer (Ferrer et al., 2001),
processed into animal feed (Alipour and Rouzbehan, 2007) or extracted for grape seed oil and
polyphenols (Ruberto et al., 2007). However, these applications have limited markets and can
absorb only a small portion of the waste generated. As a result, alternative uses are needed to
add value to GP (Dwyer et al., 2014); accordingly, its conversion into methane by AD is a

promising possibility.

Few studies have been carried out on the AD of grape pomace. In 2010, the biogas potential of
some Italian GP was evaluated. Experimental results highlighted their significant energetic
potential (Dinuccio et al., 2010). In 2012, research was conducted to develop a thermodynamic
equilibrium model of grape pomace anaerobic digestion for predicting the potential production
of biogas and its composition. Simulation results showed that it is possible to obtain 94 kWh
per ton of GP, covering up to 45% of the energy requirements for the wine-making process
(Céceres et al., 2012). The French Institute of Vine and Wine (IFV) organized a national
experimental study from 2010 to 2013 on the reinstatement of these by-products, including the
anaerobic digestion of GP. The results showed variability in methane potential depending on

many factors such as color, origin and storage method of the grapes (Lempereur, 2014).

Given the aforementioned considerations, this paper focuses on an innovative experimental

study carried out to assess and evaluate the methane production by anaerobic digestion for the
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GP of the Cabernet Franc variety (whole pomace, pulp and seeds). The main objectives were
(1) to evaluate the "anaerobic™ biodegradability and the maximum methane production of the
fractions in batch mode (2) to investigate the effect of the mechanical pretreatment on the GP
biodegradability (3) to understand the correlation between methane yield and main biochemical
fractions identified by the Van-Soest method , and (4) to determine the biogas and methane
production of the whole grape pomace in a scaled-up process using a continuously stirred tank
reactor, CSTR. The data obtained are useful to conduct an industrial technical evaluation of

the digester.

2. Materials and methods

2.1. Materials

The grape pomace variety Cabernet Franc was obtained from a winery located in Layon area,
France. The grapes were carefully harvested at maturity during the 2013 vintage and the
samples were collected immediately after the pressing operation. On arrival, the raw material
was stored at —20 °C until utilization. It was ground using a blender (Waring blender 8011EG,
Waring Commercial, USA) to avoid clogging the pilot pipes with fibrous materiel in grape
pomace. An active inoculum was collected from a local agricultural digester operating under
mesophilic conditions. The particulate matter (> 1 mm) was removed from the inoculum by
passing through sieve. The latter was subjected to a starvation period of 6 days before the start
of the experiments, in order to facilitate the evaluation of the biodegradation of the substrate
under study. A representative sample of the inoculum was collected and analyzed for total solids
(TS), volatile solids (VS) and pH.

2.2. Analysis

Total Solids (TS) content were determined by dry weight in oven with forced air circulation at
105 °C until constant weight. Afterwards, Volatile Solids (VS) were determined in a muffle
furnace after 4 h at 550 °C and then cooled in a desiccator and weighed. Total Chemical Oxygen
Demand (COD) was measured using Merck COD Spectrogquant® test, range 500-10,000 mg-L-
1 and by a spectrophotometer NOVA 60 (Merck, Germany). One mL was introduced into the
COD cell which is tightly attached to the screw cap and then put into the thermoreactor and
heated for 2 hours at 150°C. it is assumed that all organic matter is oxidized with the hot sulfuric
solution of potassium dichromate and with silver sulfate as the catalyst. The method is

analogous to NFT 90-101. Total nitrogen (N) and total phosphorus (P) were performed using
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Spectroquant® tests, range 1.0-150 mg N/L and 0.5-25 mg P/L respectively. These methods
are analogous to EN ISO 11905-1, DIN 38405-9 and EN ISO 6878.

2.3. Van-Soest fractionation

The characterization of structural polysaccharides and lignin was carried out by the method of
Van Soest, which presents the best compromise between the data obtained on the nature of the
structural polysaccharides constituting the lignocellulosic biomass and the time of analysis
required to obtain this information (Godin et al., 2011). The method of Van-Soest (Mertens,
2002; Soest et al., 1985; Van Soest et al., 1991) can extract nonstructural carbohydrates, pectins,
mucilage, soluble tannins to neutral pH, lipids, soluble proteins to neutral detergent and some
ash with a neutral detergent solution in excess, acting on the sample for 1 h at 100 °C. This
neutral detergent solution is composed of Na2HPQOj4, sodium tetraborate, a-amylase, sodium
EDTA, sodium lauryl sulfate and sodium sulfite. These products were provided by Merck
(Germany). The extracted fraction is separated from the insoluble neutral detergent fibers
(NDF) by filtration. Following the action of the neutral detergent, an excess of acid detergent
solution (cetyltrimethylammonium bromide 2%, H2SO4 1 N) acting for 1 hour at 100 °C can
extract hemicellulose. The extracted fraction is separated from the insoluble acid detergent fiber
(ADF) by filtration. Cellulose is extracted by treating the ADF fraction with 72% H>SO4 for 3h
at ambient temperature. The filtration residue, named ADL, corresponds to the lignin associated
with the inorganic material. Hemicelluloses and celluloses were calculated as the differences
between NDF and ADF and between ADF and ADL, respectively. The lignin content is equal
to the ADL less the ash contained in the ADL (after calcination at 550 °C). Chemical
compounds that are not cellulose or hemicellulose, lignin, or ash are called "soluble
compounds”. For each substrate, four to six samples were analyzed.

The Pearson correlation “r” was determined to evaluate the relationships between methane

production and the main chemical parameters of the tested biomasses using SPSS software.
2.4. Mechanical pretreatment and particle size analysis

Grape pomace was grinded by means of a blender (Waring blender 8011EG, Waring
Commercial, USA) in a total volume of 0.8 L for 10 minutes and with a speed of 22,000 rpm.
It should be noted that every minute of grinding was followed by a minute of pause in order to
avoid the increase of the temperature in the solution. The particle size distribution was
determined after grinding the GP to reach a concentration of 250 g TS/L in water. Samples were
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diluted and dispersed in a stirred cell before being analyzed. Particle size was determined by
laser light scattering (Mastersizer 2000, Malvern Instruments, UK). The particle size
distribution is calculated as volume based in terms of equivalent spheres (range 0.02 —
2000 pm).

2.5. Automatic Methane Potential Test System (AMPTYS)

The specific CHs yield of each substrate was determined using an Automatic Methane Potential
Test System (AMPTS, Bioprocess Control, Sweden). AMPTS was developed for the automatic
real-time measurement of the methane production during anaerobic digestion from any organic
biomass. The system was designed so that 15 analyses can be carried out at one time. The

system operation is described in this study (Badshah et al., 2012).

Grape pomace has been separately studied as the full grape pomace, pulp and seeds. Inoculum
and substrate were added to 500 mL incubation bottles at a COD inoculum to substrate ratio of
3:1. Based on the chemical characteristics of substrates and inoculum mentioned in table 1, it
should be noted that the 3 g inoculum / 1 g substrate ratio based on COD is not as far to the
same ratio based on VS, with a maximum deviation of 17% for pulps, followed by a deviation
of almost 5% for GP and seeds. In a recent study treating the anaerobic digestion of corn ethanol
distillery, the optimal conditions for the maximal specific methane yield have been found at
37°C operating temperature, inoculum/substrate ratio of 3/1 and using an adapted inoculum to
the substrates (Gyenge et al., 2014). Bottles were incubated at 37.5 °C until the biogas
production ceased. All tests and blanks were carried out in triplicate, and the net values of
methane production and yield were obtained by subtracting the endogenous production of the
blank bottles. At the end of the test, the pH is measured to verify that the judgment of the biogas
production is due to the depletion of the biodegradable COD and not the acidification of the

medium due to an imbalance between the methanogenic and acidogenic populations.

The biochemical methane potential (BMP) was calculated from the volume of methane
produced divided by the quantity of the sample based on COD introduced and expressed in Nm?3
CHa-kg CODadded .

The biodegradability was determined by dividing the methane specific production by the
theoretical maximum methane yield of 0.35 10 Nm® CH4-kg COD™* under standard conditions
of temperature and pressure (0 °C, 1013 hPa) (Buffiere et al., 2008):

Biodegradability (%) = (BMP /0.35 10 Nm® CH4-kg COD™?) x 100
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2.6. Kinetic study

The hydrolysis reaction of the macromolecules forming the particles is generally considered to
be the reaction limiting the overall biological degradation process within the digester
(Pavlostathis and Giraldo- Gomez, 1991). Thus, the methane potential test can be used to
estimate the overall hydrolysis constant k. In descriptive terms, this reaction step is typically

simplified and reduced to first-order kinetics (Eastman and Ferguson, 1981).
B=Box[1—exp(-k-t)]

where B (Nm?® CHs-kg CODagged 1) is the cumulative methane yield, Bo (Nm3 CHa-kg
CODagged ) is the maximum or ultimate methane yield of the substrate, k (days™2) is the specific
rate or apparent kinetic constant and t (days) is the time. The adjustment by non-linear
regression of the pairs of experimental data (B, t) using GraphPad Prism® (San Diego, CA;
USA) allows the calculation of the apparent kinetic constant k with 95% confidence limits
obtained for each case studied, as well as B and R2.

It was reported that a non-linear regression model could be used as the modified Gompertz
equation. However, the results showed that it is more applicable when a lag phase is present at
the start (Lo et al., 2010), which is not the case here.

2.7. Anaerobic digestion reactor

The anaerobic digestion pilot is a completely mixed vertical tubular glass reactor (CSTR -
continuous stirred tank reactor) with a working volume of 12.0 L. The pilot was operated under
mesophilic conditions (37 °C), and temperature control was achieved by the circulation of hot
water in the double jacket of the digester. Constant mixing in the reactor was continuously
assured by a peristaltic circulation pump. Consequently, the reactor can be considered perfectly
mixed. The reactor was operated at a hydraulic retention time (HRT) of 30 days. To achieve
this parameter, 400 mL of digested sludge was drained and the same volume of grape pomace
was manually fed to the reactor every day via a sampling valve and using a plastic syringe (100
mL). A detailed schematic representation of the reactor is shown in another paper (Guillaume
and Lendormi, 2015). The digestion process was carried out at an organic loading rate (OLR)
of 2.5 kg DCO-m=-day™. Biogas production was monitored daily using a MilliGascounter
MGC-1 V3.2 PMMA gas meter (Ritter, Germany) with a measurement range between 1 mL/h
to 1 L/h. A non-return valve prevents disturbances in the biogas measurement (related to the

manual injections and extractions). The analysis of the biogas composition was conducted by
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connecting a solution of 6 M NaOH, for the capture of CO3, between two counters in series.
Additionally, an ADC LFG 20 gas analyzer (Scientific Equipment, Garches, France) was used
to quantify the CO», CHsand O- in the biogas produced. Homogeneous samples of inputs were

prepared and stored at —20°C.

The measurements of the alkalinity and the total volatile acidity (TVA) were carried out as

described in another paper (Guillaume and Lendormi, 2015).

3. Results and discussion

3.1. Batch reactor experiments

The inoculum used in these tests had a pH value of 8.1, a TS content of 5.2 £ 0.1%, a VS/TS
ratio of 61.4 + 0.3% and COD of 50.0 + 0.1 g O2-kg™. It was subjected to a starvation period of
one week before starting the experiments to facilitate the separate evaluation of the
biodegradability of each substrate. Theoretically, the inoculum/substrate ratio has an effect only
on the kinetics and not on the ultimate methane yield, which only depends on the organic matter
content. It is widely reported that a too high ratio of inoculum/substrate could prevent enzyme
induction for biodegradation, while a too low ratio may be toxic (Liu et al., 2009; Neves et al.,
2004). In this study, a ratio of 3 g COD inoculum / 1 g COD substrate was chosen as a
compromise. Each test was carried out in triplicate until the exhaustion of methane production.
The samples used in these tests were the full GP, pulps and seeds; their chemical characteristics
are shown in Table 1. The pulp and seeds were obtained by manual separation from a
representative sample of GP. The pulp represents 72.8% on a wet basis of GP, whereas the

seeds constitute 28.2%.

Table 1: Characteristics of the substrates used in the experiments

. Inoculum
Parameters Units Grape Pomace Pulp Seeds ]
(Suspension)

(for 100 g of 8.1 (pH without

pH solid/matter 3.94 3.65 4.60 dilution)
L)
Total Dry Solids g-kgt 434 +5 339+3 652 + 4 52+1
Volatile Solids g-kgt 3715 261+5 630+ 3 32+1
Chemical Oxygen Demand gO2-kg™ 610 + 30 490 £ 20 1040 + 40 50+0.1
Total Nitrogen gN - kg™t 7.0+0.2 50+0.1 143+0.1 -
Total Phosphorus gP-kg?! 2.2 2.1 25 -
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The cumulative methane production (Nm?3 CHa-kg COD™) during the digestion of different
substrates are shown in Figure 1. For all substrates, the cumulative production of methane
increases exponentially during the initial phase until day 10 to 12 after the beginning of the
experiment, despite the varying velocities and volumes for each sample. This is the first phase
of methane production, corresponding to organic material that is readily biodegradable. After
approximately 30 days, a plateau is reached, which indicates that the biomass has been
exhausted. The total production of methane from the inoculum (blank) was much lower than
for the other substrates, demonstrating its high methane production capacity. As seen in this
figure, the cumulative methane yields at the end of test were 0.125 + 0.012, 0.170 + 0.005,
0.165 + 0.004, 0.182 + 0.002, 0.052 + 0.002 and 0.129 + 0.001 Nm?® CH4-kg COD™ for GP,
milled GP, pulp, milled pulp, seeds and milled seeds, respectively. The final cumulative
methane yield referred to added VS (Nm?3-kg™) was 0.205, 0.280, 0.311, 0.343, 0.085 and 0.214
for GP, milled GP, pulp, milled pulp, seeds and milled seeds, respectively. The comparison of
the obtained results provides new detailed information about methane production from these
substrates. Such a study on the same variety of GP was not found in the literature. Instead, batch
trials were carried out to assess the methane potential of GP in Italy (variety not mentioned),
and the results showed a specific methane production of 0.116 Nm?®.kg VS (Dinuccio et al.,
2010). Recent results reported by Lempereur in 2014 indicates a methane potential of 0.165
Nm3-kg VS for GP and emphasizes the presence of significant variability in methane potential
depending on the color, origin and storage time. Another anaerobic digestion test performed in
Italy showed that grape seeds have a net methane production of 0.253 Nm3.kg VS (Carchesio
etal., 2014).
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Figure 1: Cumulative methane production of the samples. Lines correspond to a first-order
model. Bars represent the average standard deviation.

One of the objectives of this test was to separately assess the role of each component of GP in
the co-digestion behavior. Anaerobic co-digestion is a process where two or more substrates
are mixed for combined treatment. Substrates in co-digestion may influence the AD
performance by enhancing or attenuating the anaerobic biodegradability or the methane yields
of each substrate (Astals et al., 2014). In this work, the theoretical methane potential of the
entire full GP, taking into consideration the composition of the latter (72.8% pulp and 28.2%
seeds), should be 0.134 Nm3 CHas-kg COD™ for the non-milled one and 0.169 Nm?3 CHa-kg
COD™ for the milled. Comparing with the values obtained experimentally, 0.125 and 0.170
Nm? CH4-kg COD™?, no statically significant difference for p = 0.05 was found; therefore, the
ultimate methane potential was not affected. These results highlight the absence of interaction
and synergistic effects between the pulp and seeds during the anaerobic digestion process of
GP.

The next objective was to evaluate the effect of grinding, as a mechanical pretreatment, on the
methane potential of the substrates. Several studies have shown a positive correlation between
the particle-size reduction due to mechanical pretreatment, COD solubilization and the
enhancement of biodegradability from substrates with a high fiber content (Wang et al., 1999).
Our results emphasize the positive effect of grinding on the anaerobic biodegradability of
substrates. Grinding increases the anaerobic biodegradability of the GP, pulp, and seeds by
13.1%, 4.8%, and 22.2%, respectively (Fig. 2). The magnitude of the effect of the mechanical

pretreatment depends on the substrate type and characteristics and if the solubilized material is
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inherently easily accessible and biodegradable (Carlsson et al., 2012). The limitation of the pulp
biodegradability could be explained by the fact that their cuticle remained at the end of the test.
It was proposed that this cuticular waxy material is poorly accessible to the acid hydrolysis and

is mainly composed of inaccessible cellulose (Mendes et al., 2013).

60
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Biodegradable COD % (VCH4,max/VCH4,T)

Figure 2: Anaerobic biodegradability of the substrates. VCH,, max (Nm3.kg COD™?): Maximum
volume of methane at the end of test (Nm?®-kg CODagded). VCHa, T (Nm?2-kg COD™): Theoretical
volume of methane = 0.35 Nm?® CH4-kg CODuegraded™
The seed coat is thick and hard, helping protect the embryo from mechanical injury. Thus,
enzymes do not have access to the endosperm of the seeds, which is rich in oil,
hydrocarbonaceous materials and other matter. A simple mechanical pretreatment allows
breaking this wall while releasing the cellular components which are the main compounds
responsible for the residual chemical oxygen demand in the AD process. The grinding effect is
then highly significant for the seeds (Fig. 2). In fact, YuMin et al. (2011) demonstrated that the
oil contained in the grape seed contributes to an increase in methane and biogas production.
Additionally, the biodegradability could be highly enhanced by the increased surface area as
well as by the solubilization and alteration of the lignin contained in the seeds (Pilli et al., 2011).

The effect of the mechanical pretreatment on biogas production was evaluated in many studies.
The effect of milling on the AD of food wastes was evaluated in batch process experiments and
at mesophilic temperature (37°C). The mechanical treatment led to a 28% higher biogas

production (Izumi et al., 2010). Another study investigated the effect of ultra-fine grinding of
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several organic solids on the particles biodegradation. The gas production was increased up to
20% during AD in batch digesters, depending on the characteristics of the substrate (Palmowski
and Muller, 2000). In addition, it was demonstrated that when mechanical treatment is
combined to another pretreatment, the combination was highly effective for the enhancement
of biodegradability. A chemo-mechanical pretreatment was found to enhance the COD
solubilization of dairy waste activated sludge by 24% and the biogas production by 76% (Uma
Rani et al., 2012).

3.1.1. Kinetic study

Empirical linear and non-linear regression models were developed to evaluate the AD
performance. In this study, a first-order kinetic equation for methane production was applied.
The highest arithmetic mean k values were obtained for the pulp (0.248 for the non-milled one
and 0.268 d! for the milled), followed by the GP (0.212 for the non-milled one and 0.242 d*
for the milled). The lowest mean k values were obtained for the seeds (0.095 for the non-milled
one and 0.121 d* for the milled); this is attributed to the presence of a high lignin content that
is not digestible in the AD process and oils that need a longer time to be degraded. The high
values of the coefficient of determination, R? (> 0.99 in all cases), and the low values of the
confidence limits of the parameters obtained demonstrate that the model fits the data well (Table
2). These results are in agreement with those found in the literature. In fact, the k values
obtained by a first-order model from the anaerobic digestion of vegetable waste are between
0.076 and 0.264 d* (Veeken and Hamelers, 1999). Another recent study has shown that grape
seeds (variety Nero Buono, Italy) have a low k value of 0.097 d! (Fabbri et al., 2015).

Table 2: Values of the kinetic constants for the different samples (confidence interval of 95%b).

Grape Milled grape

Substrates Pulp Milled pulp Seeds Milled seeds
pomace pomace
k: Methane
production 0.2033 to 0.2294 to 0.2329 to 0.2579 to 0.07997 to 0.1175 to
rate constant 0.2201 0.2552 0.2621 0.2784 0.1095 0.1253
(day™)
R? 0.9987 0.9979 0.9973 0.9995 0.9934 0.9994
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3.1.2. Determination of biochemical fractions

The Van-Soest method was used to achieve the fractionation of the solid matter. It is based on
consecutive extractions by solvents with increasing extractive power. Hence, four fractions
have been determined: soluble components, hemicellulose, cellulose and lignin. Table 3 reports
the main fiber fractions of the brut matter of the analyzed substrates. In the grape pomace, the
highest fraction is that of soluble compounds (11.6%) followed by lignin (11.1%), cellulose
(7.5%) and hemicellulose (6.7%). In the pulp, we did not find major differences between the
proportions of the fractions. These latter vary between 4.5% for hemicellulose and 8.6% for
soluble compounds. In the seeds, it was observed that soluble compounds represent the most
abundant fraction (21.2%) and consist of sugars, proteins, polyphenols, organic acids and oils,
followed by the highest contents in polysaccharides with 17.6% lignin, 14.9% cellulose and
9.1% hemicellulose.

Table 3: Polysaccharide composition of the biomass (% w/w)

Fraction Water Soluble Hemicellulose Cellulose Lignin Ash
compounds
Grape 56.6 116 6.7 75 11.1 6.4
pomace
Pulps 66.1 8.6 45 5.9 7.0 7.9
Seeds 34.8 21.2 9.1 14.9 17.6 2.4

The correlation between the methane yields and the main chemical biomasses corroborate that
the fractionation of the fiber fractions of biomass leads to a clear characterization of the
biodegradability of the substrates. The Pearson coefficient was found to correlate significantly
and positively with the hemicellulose and soluble compound fractions. The soluble fraction
represents an important quantity of matter that is readily extracted and thus easily available to
the microorganisms (Mottet et al., 2010). Hemicellulose was shown to have a positive effect on
the AD process because it is normally degradable and provides the main carbon source for the
anaerobic microorganisms (Dinuccio et al., 2010). In contrast, the Pearson coefficient correlates
significantly and negatively with cellulose and lignin (Fig. 3). It was observed that lignin is the
most refractory between structural polysaccharides because it is water-insoluble and resistant
to microbial degradation and oxidation (Carlsson et al., 2012). The cellulose fraction needs a

high-powered extraction detergent and is almost inaccessible and negligibly degradable
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because of its crystalline structure that prevents penetration by micro-organisms or extracellular
enzymes (Fan et al., 1981). Despite that, many authors have shown that it is usually degradable
by anaerobic microorganisms in its pure form; it could become completely refractory when

combined with lignin (Jimenez et al., 1990).
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Figure 3: Pearson correlation between specific methane yield (Nm?3-kg VS?) and the main
chemical biomass parameters

3.2. Continuous stirred tank reactor experiments

3.2.1. Operating conditions

A continuously stirred tank reactor, CSTR, was used in this study to determine the biogas and
methane production in a scaled-up process. According to Table 1, GP has a TS content of
43.4%, so it is dry and difficult to be pumped, leading to the choice of a wet digestion process.
This was done by adding water to the GP to a concentration of 250 g TS/L in water. An
important parameter for a continuous process is the hydraulic retention time, HRT, which is the
average time an input stays inside the reactor before it comes out. It has to be longer than it
takes for the microorganisms to multiply, which is up to 12 days, or otherwise the
microorganisms will be washed out of the reactor and the methane production will stop
(Gashaw, 2014). The choice of HRT depends on how difficult the substrate is for the

microorganisms to digest. The dry part of the GP mostly consists of fibers, so to digest them,
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the reactor must have a sufficient HRT. Being based on different literature studies, it has been
shown that an HRT of 30 days is usually used to evaluate the anaerobic digestion of many agro-
industrial wastes in continuous modes (Kafle and Kim, 2013; Ruffino et al., 2015). This is the
reason why a time period of 30 days was chosen. Moreover, the organic loading rate, OLR, is
the amount of digestible material that is fed to the reactor, in kg COD per m® reactor and day.
A high load enables high microorganism growth and high biogas production, but it also puts
pressure on the microorganisms and can lead to process collapse due to acid accumulation. To
maximize the production of biogas while maintaining stability in the reactor, the organic load
must be between 0.25 and 3 kg COD-m3.d! (Rajeshwari et al., 2000). In addition, even that
the GP is largely produced in the short period of harvesting, it should be noted that nowadays,
in France, it is stored in the distilleries and the biogas reactors are operating up to 10 months
with the same applied OLR. Thus, an OLR of 2.5 kg COD-m3.d* was selected (Table 4). In
addition, though particle size does not have the same impact as temperature and pH in the
anaerobic process, it still has an influence on gas production. In fact, the particle size of the GP
should not be too large, or otherwise it would result in the clogging of the digester, mainly due
to the presence of seeds. It would also be difficult for microorganisms to carry out digestion,
thereby decreasing the gas production. It was found that out of five particle sizes (0.088, 0.4, 1,
6 and 30 mm), the maximum quantity of biogas was produced from material of 0.088 and 0.4
mm particle sizes (Sharma et al., 1988). On another note, as seen in the previous results,
grinding also induced a positive effect on the anaerobic biodegradability and hence on methane
production. Because of that, the samples of GP were ground to reach a particle size range
between 0.04 um and 1000 um with a clear bimodal distribution centered on 25 um and
500 um, as evaluated using laser diffraction analysis (Malvern, UK). Finally, the digester was
continuously stirred, to ensure intimate contact between the microorganisms and GP, which
ultimately leads to an improved digestion process. In fact, previous results have shown that a
good mixing system promotes biomass acclimation and restricts operating problems like
foaming, biomass flotation and super-saturation of certain gases, forming precipitates (CO.) in
contact with the organic material or acting as reaction inhibitors (H>S and Hz) (Guillaume and
Lendormi, 2015).
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Table 4: Operation parameters of the experimental anaerobic digestion unit

Reactor volume 12 L
Operation period 105 days
Hydraulic retention time 30 days
Organic loading rate 2.5 kg COD-m3-day*
Agitation Continuous by external recirculation
Temperature 37°C
Biogas production 6.43 £ 0.09 NL-day™*
Methane content 62.3+0.6 %
Dioxygen content <0.4%
Efficiency compared to batch 81%

3.2.2. Monitoring of the reactor parameters

The digester was initially started with full GP. The OLR was increased to 2.5 kg COD-m-day"
L with an HRT of 30 days. Forty-five days of starting-up were necessary to reach this targeted
OLR. Once reached, the reactor was followed for 60 days which constitute the acclimation
period to this OLR. Therefore, the reactor was operated 3.5 the HRT duration (105 days) to
record stability in biogas and methane production. The daily production of biogas and methane
and pH were recorded and the two parameters of TVA and alkalinity were followed. As seen
in figures 4 and 5, and during the acclimation period, the medium pH decreased from 8.15 to
7.35 without any adjustment throughout the study. The alkalinity decreased from 14.8 ¢
CaCOs-L* at the beginning to 4.6 g CaCOs-L™ at the end. It was noted that the value should be
maintained above 3 g CaCOgs-L™ to avoid drastic drops in pH. However, the TVA showed an
almost steady evolution during the process. The TVA concentration at the beginning was 1.2 g
CH3COOH-L™?, increasing to 1.42 g CH3COOH-L* by day 30 and decreasing again to 0.91 g
CHsCOOH-L! at the end. For a successful AD process, the concentration of volatile acids,
acetic acid in particular, should be below 2 g CHsCOOH-L* (Yadvika et al., 2004). Therefore,
one of the criteria for confirming the digester stability is the TV A/alkalinity ratio; in our study,
it increased from 0.08 to 0.2. This ratio testified to the stability of the pilot during the AD of
GP, with the reported normal ratio being below than 0.4 (Callaghan et al., 2002). Finally, as
seen in figure 6, biogas production was stabilized to 6.43 102 Nm®.d, with a stable methane
content of 62.3% during the acclimation period.
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Figure 4: Evolution of pH and total volatile acidity (TVA) during the acclimation period of the
reactor. Day 0 corresponds to the end of the start-up period.
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Figure 5: Evolution of alkalinity and TVA/alkalinity ratio during the acclimation period of the
reactor. Day 0 corresponds to the end of the start-up period.
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Figure 6: Daily biogas production and methane content during the acclimation period of the
reactor. Day 0 corresponds to the end of the start-up period.

3.2.3. Technical evaluation of the process

To proceed to a technical evaluation of the digester, the efficiency of the potential production
of methane from GP was determined by comparing the batch and continuous modes. The
methane specific production in the continuous pilot represented 81% of that obtained with the
batch system (Table 4). This is probably due to the longer contact time between the GP and
microorganisms in the batch system, which permits a better degradation of the substrates.
Additionally, in batch mode, the representativeness of the whole sample is guaranteed, so that
possible inhibition in the system due to progressive acidification can be avoided. Finally, this
efficiency may be related to the influence of the residence time distribution, the chosen
hydraulic retention time and the difference between mixing systems in the two modes. In fact,
few studies have reported the results of tests carried out using different modes on the same
substrate. Nevertheless, a study was conducted to evaluate the AD of food waste in mesophilic
conditions, using both batch and semi-continuous modes with an HRT between 12 and 32 days.
The methane yield obtained in semi-continuous mode was between 60% and 80% of that
obtained in batch mode (Zhang et al., 2013). Another study was conducted to assess the AD of
apple waste and swine manure in batch and continuous modes with an HRT of 30 days, and the
efficiency registered was approximately 90% (Kafle and Kim, 2013). Recently, the methane
production capacity of vegetable waste from two industrial plants was assessed on the semi-
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pilot and pilot scales with a chosen HRT of 30 days. The methane yield returned from the pilot
scale test was approximately 80% of that obtained in the smaller one (Ruffino et al., 2015).
Consequently, the result of this work is consistent with results collected from the literature,

which indicates the success of the scale-up to the pilot test.
4. Conclusions

Due to the quantitative and qualitative importance of grape pomace, this study was conducted
to evaluate its potential as an alternative energy source. Grape pomace, variety Cabernet Franc,
was tested for both methane production and physico-chemical characterization. The batch
anaerobic digestion test demonstrated that GP can be considered an important energy source
via anaerobic digestion and highlighted the effect of grinding in increasing the GP
biodegradability. In addition, the batch test was extrapolated to a continuous pilot scale test,
leading to a methane yield from the pilot scale that was approximately 81% of that from the
batch scale test. These results lead to a better understanding of the technical feasibility of a full-
scale digester. Finally, the optimal valorization of biomass to bio-products and gaseous biofuels
requires a good knowledge of their molecular composition. That is why different chemical
analyses have been run, leading to a full understanding of the correlation between methane

production and the main grape pomace components.

In conclusion, the obtained results clearly demonstrate the success of the proposed approach

for optimal GP management and valorization for energy production.
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[11.3. Acclimatation du pilote a la température moyenne de
la plaine de la Bekaa

111.3.1. Suivi des parametres physico-chimiques et de la
production de gaz

Aprés avoir abouti a des conditions de stabilité dans le digesteur fonctionnant a 37 °C,
des essais d’acclimatation a la température moyenne de la vallée de la Bekaa (25 °C) ont été
réalisées. Afin donc de mieux adapter le systéme au changement de température, celle-ci a été
abaissée par des sauts de 3 °C. Ainsi, les effets des températures de 34 °C, 31 °C, 28 °C et 25 °C

sur la production de méthane et sur la stabilité du systeme ont été évalués.

Les mesures du Titre Alcalimétrique Complet (TAC) et de I'Acidité Volatile Totale (AVT) ont
été effectuées au début et a la fin de chaque saut de température. La figure 1 illustre les valeurs
de pH enregistrées ainsi que le ratio AVT/TAC. Soulignons que ce rapport est un critére
important pour confirmer la stabilité des bioréacteurs anaérobies avec des valeurs ne dépassant
pas la gamme comprise entre 0,4 et 0,8 (Aboudi et al., 2016 ; Callaghan et al., 2002). Dans
notre cas, il a affiché des valeurs maximales de 0,36 a la fin des expérimentations. Concernant
le pH, celui-ci a diminué jusqu’environ 7,2 sans ajustement tout au long de I'étude. L’ensemble

de ces valeurs témoigne de la stabilité et du bon déroulement du processus.
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Figure 111. 1 : Suivi du pH et du ratio AVT/TAC au cours des expérimentations, pour les différentes
températures testées
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La figure 2 montre des productions journalieres moyennes de biogaz de 6,43 NL, 5,56 NL, 4,98
NL, 4,38 NL et 4,28 NL, pour les températures de 37 °C, 34 °C, 31 °C, 28 °C et 25 °C,

respectivement. Le taux de methane reste relativement stable durant les expérimentations,

affichant une valeur de 62,28 + 0,75%.
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Figure I11. 2 : Productions journaliéres de biogaz et taux de méthane au cours des expérimentations
pour les différentes températures

111.3.2.
de raisin

Modele de simulation pour la méthanisation du marc

Durant toute la période de fonctionnement, le digesteur CSTR fonctionne a des conditions

de stabilité bien définies, avec un débit de matiere constant et un temps de séjour fixe conservant

ainsi son volume utile. La seule variable dans le systéme est alors la température qui diminue

de 37 °C jusqu’a 25 °C. Les productions de méthane enregistrées, qui dépendent uniquement

de la température, pourraient ainsi étre décrites par une cinétique de premier ordre.

kr
S & CHyy,

La cinétique chimique suivant un modéle de premier ordre peut étre représentée par :

d[s]
Cdt
d[s]

[S]

0

D’ou nous obtenons :

kyx[S] [Eq.1]

fs— In[S] = krxt [Eq.3]
S
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—In[S;] + In[S,] = krxt [Eq.4]

ln@ = kXt [Eq.5]

[Se]
[Se] = [Sole ¢ [Eq.6]

Ou [S;] est la concentration en substrat a I’instant t, [S,] la concentration initiale en substrat et

k, la constante cinétique de vitesse qui dépend de la température.
Or le volume théorique de CHa, Vg}i"’, attendu journellement est régi par 1’équation 7 :
VER® = fxaxmo(S) [Eq.7]

Ou f est le facteur égal a 0,35 étant donné qu’un gramme de DCO produit en théorie 0,35 L de
CHea, q est le facteur représentant le ratio g DCOsubstrat/ 1 g MBsubstrat (2veC MB : Matiére Brute) ;
dans notre cas q est égale a 0,6 et m(S) représente la masse de substrat alimentée par jour qui

est égale a 50 g.

Il en résulte alors que :

Ven, _[Sol ~[Saal _ Ve _ | [Sa] oo
Vipee [So] fxgxmg [Sol .
A 1) R
fxqxmg [Sol .

[So]l — [S24] représenterait la quantité de substrat digérée et donc convertie en CHa4 apres 24

heures. Elle est ainsi proportionnelle au volume de CH4 expérimental.

Or:

% = e Fr*2% [Eq.10]
0

Nous pouvons donc en déduire que :
VCe:Iip = fxgxmox (1 — e kr>2%) [Eq.11]
ky sera exprimée par :
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exp

1 Ven,
kT__ﬁXln<1_fm [Eq.12]

D’apres cette équation, nous déterminons les valeurs des kt pour les différentes températures
d’expérimentations effectuées. La corrélation entre kt et T dans la plage de températures de 25

a 37 °C est représentée dans la figure 3.
0.025
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Figure I11. 3 : Courbe montrant la variation de kr en fonction des différentes températures
d’expérimentations

Nous denotons alors que kr augmente avec I’augmentation de la température confirmant la loi

d’Arrhenius.

Or, la loi d’Arrhenius énonce que :

—Ea

kr = AXe RT [Eq.13]

Ou T est la température en K (kelvin), R la constante des gaz parfaits (8,314 J K mol?), Ea

1’énergie d'activation d'Arrhenius en J mol™ et A le facteur pré-exponentiel.

k.
RxIn+—
nkT2

T, XT,

Les valeurs expérimentales nous permettent de déduire aisément :

Ea =40280 J mol™tet A =120491 h

Il s’en suit alors la loi de variation de la constante cinétique kT en fonction de la tempeérature :
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_4845
kr =120491xe” T [Eq.15]
Notons que les constantes des vitesses d’hydrolyse de premier ordre suivent clairement la loi

d'Arrhenius avec une énergie d'activation moyenne de 40,28 kJ mol™.

A ce stade nous remplacons kr dans Vcn,, Obtenant

—Ea

Ve, = fXqxmgx (1 - e—AXfxeﬁ> [Eq.16]

4845

chcf — 10,5)( (1 _ 6_120491XtX3_T> [Eq 17]

Nous avons pu ainsi établir un modéle d’évolution du Vgﬁi obtenu a une température de

fonctionnement donnée en fonction du temps de digestion. Ce modéle décrit et justifie les

variations des productions de méthane observées dans le cadre de notre étude.

Nos résultats sont proches de ceux repérés dans une étude antérieure portant sur la digestion
anaérobie des boues primaires, ou les valeurs de kr ont suivi la loi d'Arrhenius avec une énergie
d'activation moyenne de 50 kJ mol* (Mahmoud et al., 2004). Par ailleurs, une étude récente
publiée en 2017 a montré que 1'énergie d'activation d’une large gamme de déchets organiques
solides variait entre 32 et 346 kJ mol™? lors leur digestion anaérobie (Li et al., 2017). Il est
intéressant de souligner que 1’énergie d’activation estimée par notre modele se situe dans la
gamme basse trouvée, certifiant le potentiel concurrentiel du marc de raisin, en tant que source
d’énergie verte, par rapport aux autres types de déchets. Rappelons que I’énergie d'activation
fournit des informations détaillées sur I'énergie critique nécessaire pour surmonter une barriére
énergétique et déclencher ainsi une réaction (Lin et al., 2014). En outre, une réaction avec une
faible énergie d'activation apparente nécessite moins d'énergie pour décomposer les liaisons
chimiques entre les atomes (Ceylan and Kazan, 2015). Par conséquent, pour une conversion
optimale en méthane qui est économiquement plus propice, les systemes de méthanisation
nécessitant moins d’énergie d’activation sont actuellement préférables a ceux exigeant plus

d’énergie.

D’autres auteurs ont également signalé un comportement similaire pour six types de déchets
solides organiques avec une énergie d'activation moyenne 64 kJ mol™* (Veeken and Hamelers,
1999). lIs ont également prouveé que la constante d'’hydrolyse déterminée en mode batch a été
inférieure a celle déterminée en mode continu dans des digesteurs de type CSTR. Nous

soulignons que ce résultat est similaire au notre, étant donné qu’une constante moyenne
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d’hydrolyse de 0,24 j* a été trouvée en mode batch & 37 °C, contre une valeur plus élevée de
0,48 j** (obtenue en multipliant kt = 0,02 h par 24, Figure 1), estimée en mode continu et a
une température analogue. Ceci est attendu puisque la vitesse de réaction, représentée par Kk, est
proportionnelle au taux de croissance des bactéries présentes. En effet, en mode batch ou nous
n’apportons pas de nouveaux substrats au cours des expérimentations, la croissance bactérienne
est limitée ; elle s'arréte par 1’épuisement des substrats. Par contre, en mode continu, lorsque le
digesteur a 37 °C est a 1’équilibre sous un régime de fonctionnement nominal, la biomasse

microbienne (B) ne varie pas :

dB _ .
dt

5 _ B-uD=0

dt_u pb =

Dou:pn=D

Avec D (j1) = taux de dilution ou inverse du temps de séjour. La biomasse est synthétisée (uB)

a la méme vitesse qu’elle est éliminée par I’effluent (uD).

Enfin, il convient de noter que les réactions biochimiques dans les processus de dégradation
anaérobie ne sont pas exothermiques et ne créent donc pas de chaleur. Il est ensuite nécessaire
d’apporter cette chaleur aux digesteurs par chauffage externe afin d’obtenir des conditions
optimales. Dans les digesteurs industriels, un changement de température, provoqué entre autres
par une défaillance des systemes de chauffage, induirait une baisse réversible de la production
de méthane. Par contre, des variations répétées de températures entre différentes plages de
fonctionnement (mésophile et thermophile) affecteraient les communautés microbiennes ainsi
que les métabolismes réactionnels, conduisant a des problemes plus complexes et méme
irréversibles (Batstone et al., 2002). Pour ces raisons, une attention particuliere devrait étre
accordée pour surmonter les fortes diminutions de température durant la période hivernale dans
la plaine de la Bekaa. D’ou I’importance de développer davantage le modéle présent en évaluant

la production de méthane sous températures psychrophiles.
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V. Chapitre IV : Digestion anaérobie de neuf variétés de
marcs de raisins : corrélation entre composition biochimique
et production de méthane

Les résultats du chapitre précédant ont confirmé le succes de notre étude pour une gestion
appropriée et une exploitation énergétique du marc de raisin. La méthanisation de ce coproduit
vitivinicole seule est alors possible. Mais est-ce que la production de méthane varie en fonction
des cépages et des facteurs environnementaux ? Nous exposerons a présent une étude inter-
cépages qui vise I’évaluation de I’influence des parametres biochimiques sur la digestion
anaérobie du marc de raisin. Cette partie de travaux a été valorisée sous forme d’un article
intitulé « Anaerobic digestion of nine varieties of grape pomace : correlation between
biochemical composition and methane production » soumis au journal « Biomass and
Bioenergy » le 1" déecembre 2016 (référence du manuscrit : JBB-D-16-01470).

IV.1. Avant-propos

Dans le cadre de la valorisation du marc de raisin en tant que source d'énergie alternative,
nous cherchons a présent a évaluer I’influence des parametres biochimiques sur la digestion
anaérobie, voire sur la production de méthane. Cette étude, qui s’avére étre pionnicre, a été
menée sur 9 cepages industriels de marcs de raisins, en provenance de différentes régions
viticoles francaises et libanaises (Champagne, Bordeaux, Pays de la Loire et Plaine de la
Bekaa). Etant donné que la composition en pulpes et pépins varie pour chaque cépage, et comme
notre premiere étude a montré que les pulpes affichaient le potentiel méthane le plus élevé et
les pépins celui le plus faible, nous avons choisi de travailler sur des marcs de raisins épepinés,
aprés séparation des pépins des marcs entiers. Les productions maximales de méthane ont été
suivies en utilisant I’AMPTS-Il et les cinétiques de production ont fait 1’objet d’une
modélisation cinétique du premier ordre pour trouver les constantes d’hydrolyses
correspondantes. Les teneurs en matiére seche, matiére volatile, demande chimique en oxygéne,
hémicellulose, cellulose, lignine, fractions solubles et polyphénols ont été déterminees.
L’ensemble des résultats a été exploré par la méthode statistique d’analyse en composante
principale (ACP) afin d’établir les corrélations existantes entre les parametres étudiés et la

production de méthane des différents échantillons.

Le test BMP en mode batch a montré que la production de méthane différe entre les variétés

francaises et libanaises. A la fin des essais, les valeurs maximales enregistrées varient entre
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0,104 et 0,242 Nm® CH4 kg DCO™, correspondant & une variation de biodégradabilité en
anaérobie entre 29,7% et 69,0%.

L’ACP est utilisée pour expliquer la répartition des échantillons en fonction des parameétres
étudiés. Trois composantes principales, ayant une valeur propre supérieure a 1, sont considérées
dans cette étude. Elles combinent les paramétres trouves les plus pertinents et décrivent, a elles
seules, jusqu’a 95% de la variabilité des données. L’interprétation des résultats a conduit a la
mise en évidence d’une corrélation positive entre la production de méthane d’une part et les
constantes cinétiques de premier ordre, les hémicelluloses et les fractions solubles d’autre part.
A I’opposé, une corrélation inverse a été trouvée entre la production de méthane et les teneurs
en lignine et en cellulose. De plus, aucune corrélation significative ne semble pointer entre le

potentiel méthanogene, les teneurs en matieres séches et les polyphénols totaux.

En fait, la lignine est largement connue comme le polysaccharide le plus résistant a la
dégradation microbienne dans les conditions anaérobies. La cellulose, elle, est généralement
dégradable dans ces conditions sous sa forme pure. Par contre, lorsqu'elle est incrustée dans la
lignine, elle perd son accessibilité aux enzymes hydrolytiques entravant ainsi sa dégradation.
Le carbone présent dans la fraction soluble et dans les hémicelluloses est largement
biodisponible et donc facilement dégradable par les microorganismes. Nous pensons alors que
la biodégradabilité parfois limitée du marc de raisin, observée chez quelques cépages, serait

liee directement a des taux €elevés de lignine et de cellulose présents.

Concernant les composés phénoliques, ils sont généralement connus comme inhibiteurs des
systemes de digestion anaérobie en bloguant I'activité des microorganismes. Dans notre étude,
ils n’ont pas révélé une corrélation significative avec le potentiel méthanogene des marcs
sélectionnés. En fait, leur concentration dans le milieu n'a probablement pas été critique pour
affecter les bactéries méthanogenes. En outre, il a été démontré que la vigueur de l'effet
d'inhibition ou de désactivation des polyphénols dépendrait de leur niveau de polymérisation,
des especes microbiennes présentes et du type d'enzymes hydrolytiques. Par ailleurs, il a été
montré que plus le substrat est riche en composes lignocellulosiques, plus I'effet des
polyphénols sur l'activité des microorganismes est masqué et faible. Par conséquent, on peut
déduire que I'extraction des polyphénols du marc de raisin avant la méthanisation ne semble

pas étre élémentaire pour accroitre la production de méthane.

En conclusion, le principal défi dans I'utilisation des cultures lignocellulosiques, comme le

marc de raisin, pour la production de biogaz, est donc leur structure et leur composition en
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polysaccharides. Afin d’intensifier la conversion de notre mati¢re premiere, il serait intéressant
et méme indispensable de réduire la complexité et la récalcitrance des fractions
lignocellulosiques, en particulier la lignine et la cellulose. Pour répondre a ces besoins, divers
prétraitements verts et innovants seront mis en ceuvre ultérieurement en amont de la digestion

anaérobie et leurs effets respectifs sur la production de méthane seront également évalues.

IV.2. Full paper: “Anaerobic digestion of nine varieties of
grape pomace: correlation between biochemical
composition and methane production”

Anaerobic digestion of nine varieties of grape pomace: correlation between biochemical

composition and methane production

Jean H. El Achkar!?, Thomas Lendormi!, Zeina Hobaika?, Dominique Salameh?, Nicolas

Louka?, Richard G. Maroun?, Jean-Louis Lanoisellé!

(3) Univ. Bretagne Sud, FRE CNRS 3744, IRDL, F-56300 Pontivy, France
(4) Centre d’Analyses et de Recherches, Unité de recherche Technologies et Valorisation Alimentaire, Faculté
des Sciences, Université Saint-Joseph de Beyrouth, Beirut, Lebanon

Abstract

In the present study, nine different varieties of deseeded grape pomace were analyzed for the
biochemical composition of the raw material (total solids, volatile matter, total chemical oxygen
demand, cellulose, hemicellulose, lignin, total soluble compounds and polyphenols). The
biological methane potential of the substrates was assessed in batch anaerobic digesters. The
results showed that the cumulative methane yields varied widely and ranged from 102 to 300
dm? kg* of total solids, calculated at standard gas conditions of 273 K and 101.5 kPa. The
anaerobic biodegradability of the total chemical oxygen demand varied between about 30% to
a maximum of 69%. The data obtained were exploited by principal component analysis. The
study revealed that lignin and cellulose, explaining almost 63% of the total variance in the data,
are the main factors limiting the degradability of the selected grape pomace. The effects of the
other parameters, which represent nearly 32% of the total variance, were fully reviewed. In
particular, no significant correlation was found between the polyphenol content and the

methane yield.

Keywords
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Anaerobic digestion; Biochemical methane potential; Grape pomace; Biochemical analyses;

Polyphenols; Principal component analysis.
Highlights

e Methane production can be a sustainable option for the recovery of the grape pomace.

e Methane potential was positively correlated with hemicellulose and soluble
components fractions.

e Lignin and cellulose were the main factors limiting the anaerobic biodegradability of
grape pomace.

e Grape pomace pretreatment prior to anaerobic digestion process is required to improve
the methane potential.

e No significant correlation was observed between polyphenol content and methane
production.

1. Introduction

Nowadays, a large fraction of the world’s total energy demands is supported by non-renewable
fossil resources such as coal, oil, and natural gas (Clark et al., 2012). These resources are not
only limited in supply but also have adverse effects on the environment due to the emission of
greenhouse gases into the atmosphere. Bioenergy, especially biogas produced through the
anaerobic digestion (AD), is considered to be one of the highly promising alternatives to fossil-

derived energy due to several inherent and significant merits (Pham et al., 2015).

The development and the use of vegetal biomasses as energy source are currently encouraged
worldwide. According to an estimation reported by the international organization of vine and
wine, almost 2800 hm?® of wine were produced worldwide in 2015. The European Union
participated in almost 60% of the total production with Italy, France and Spain as three main
European producing countries (OIV, 2015). On another note, Lebanon is one of the oldest sites
of wine production in the world (“Lebanon wine regions,” 2014). The number of Lebanese
wineries has increased from 5 in 1998 to over 30 today. Winemaking process generates large
amounts of solid by-products, in particular Grape Pomace (GP) which consists of about 75%
of pulp and 25% of seeds. GP are produced during a short period of harvesting, which boosts
the source of biomass in the production area. During storage on harvesting sites, the buildup of
phenolic compounds is responsible for decreasing the pH of the pomace as well as raising its
resistance to biological degradation (Bustamante et al., 2008). An important environmental

problem resides in the leachates of tannins and other compounds, which may lead to oxygen
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depletion in the soil and ground waters that can affect topical fauna and flora (Chand et al.,
2009). In the last decades, the interest in the recovery and exploitation of GP has become a
global issue. Its conversion into methane is a promising possibility given that the current
methods of valorization (cathecin polymers or anthocyan colorants extraction, oil, ethanol
conversion, ...) have limited markets and can absorb only a limited portion of the waste

generated.

The recovery of these by-products, using the anaerobic digestion, was evaluated by The French
Institute of Vine and Wine (IFV, Le Grau du Roi, France). The results showed that the methane
potential of GP depends on factors like grape colors (red and white) and storing process
(Lempereur, 2014). Literature review showed that the grape chemical composition is influenced
by the environmental factors and the grape varieties. In a recent study, the chemical composition
of red and white GP originating from different French areas of production was assessed. Large
variability was observed in relationship with the color and the origin (Pierangelo Rondeau,
2013). Another research was conducted to investigate the influence of grape variety on the
lignocellulosic fractions of grape stalks. Results showed that the grape variety significantly
influences the composition of the raw material (Spigno et al., 2013). However, to our best
knowledge, the influence of biochemical parameters on the AD of different GP varieties has
never been investigated for their valorization as an alternative energy source. It is worth noting
that the biochemical fractions are chemically linked. Their interactions in the lignocellulosic
matrix are crucial to the recalcitrance of the biomass and have a direct influence on methane
production (Fry, 2011). Due to that, using linear correlations to describe the interaction between
methane yield and biochemical components cannot provide a highly significant relations in
accordance with the AD theory (Thomsen et al., 2014). A recent research indicated that methane
production cannot be investigated by a single parameter, a combination of many variables might

be necessary to allow a better comprehension of the interactions (Xu et al., 2014).

To define the proceeding of this research, batch trials were carried out in a previous study to
assess the methane potential of full GP, pulps and seeds separately (variety Cabernet Franc
2013, France). Results showed that pulps have the highest methane production, followed by
full GP and seeds (El Achkar et al., 2016). Regarding the low methane potential of seeds, the
aim of this research is the characterization and the valorization of different varieties of deseeded
GP, as agro-industrial wastes, to generate green energy. The main objectives were to define the
main chemical components of nine varieties of deseeded GP originating from different French
and Lebanese wine-growing areas (Total Solids (TS), Volatile Solids (VS), total Chemical
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Oxygen Demand (COD), cellulose, hemicellulose, lignin, total soluble compounds and
polyphenols) and to evaluate the anaerobic biodegradability and the maximal methane
production of the samples in batch mode. The possible correlations between the parameters

were investigated using statistical methods.

2. Materials and methods

2.1. Materials

The GP varieties (Vitis vinifera) were collected from different wineries located in France (Fr)
and Lebanon (Lb) as indicated in Table 1. Samples about 5 kg of each substrate were collected
and transported to the laboratory. On arrival, the seeds and stalks fragments were removed
manually from the set of GP. The raw material was stored at —20 °C until utilization. An active
inoculum was collected from the digester of the waste-water treatment plant of Saint-Brieuc
city in France, operating under mesophilic conditions. The particulate matter (> 1000 mm) was
removed from the inoculum by passing through sieve in order to ensure better homogeneity and
to improve the reproducibility of the tests. The latter was subjected to a starvation period of one

week before starting of the experiments.

Table 1: Grape pomace varieties, origins and collection

Age Altitude Regi d
Samples  Grape variety Collect time Geo-coordinates Origin and collection eglon‘aI}
(months) (m) country
Cabernet Civil society for agricultural
s1 Sauvignon 45° 19° 15.913” N holdn}gs (SCEA Birot et Fils, Gaillan e
(CSFr) October 2014 1 6 enMédoc) B ?
0°57°19.053” W . ance
$2 Merlot - GP collected directly after the
i 1 pressing of the grapes
- Civil society for manufacturing and
s3 Chardonnay 49°2° 15.023” N commercialization of winemaking Champagne
October 2014 1 78 products (Sofralab, Magenta) pagne,
o France
3°57°5.672” E
. . - GP collected directly after the
i Pinot noir pressing of the grapes
85 Marselan
-~ a Bekaa
— 5 - Wine company (Chateau KSARA) 2
S6 Syrah September 10 337497352457 N 909 Leb
2014 - - GP collected directly after the £banon
35° 53’ 33.405” E 7 o
Cabernet pressing of the grapes
s7 Sauvignon
(C.SLb)
- Wine company (Domaine Des
Cab. t =
e 47° 127 25.949” N Acacias) Tigné Layon
S8 L October 2014 11 59 P ©
P 0° 25’ 51.392” W - GP collected directly after the TARCE
; pressing of the grapes
Agricultural and  industrial
distilleries: UAPL (Union Agricole
47°16° 1.927° N Pays De Loire) :
$9 Ensiled GP May 2014 18 28 e
France

0° 30° 12.769° W

- After the pressing of the grapes, GP
was distilled, ensiled for seven months
and then collected
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2.2. Analysis

Total Solids (TS) content were determined by dry weight in oven at 105 °C until constant
weight. Afterwards, Volatile Solids (VS) were determined in a muffle furnace after 4 hours at
550 °C and then cooled in a desiccator and weighed. Total Chemical Oxygen Demand (COD)
was measured using Merck COD Spectroquant® test, range 500-10,000 g m=, and by a
spectrophotometer NOVA 60 (Merck, Germany). The matter was ground using a blender
(Waring blender 8011EG, Waring Commercial, USA). It is considered that all organic matter
is oxidized with the hot sulfuric solution of potassium dichromate and with silver sulfate as the
catalyst after 2 hours at 150 °C.

2.3. Van-Soest fractionation

The characterization of structural polysaccharides and lignin was carried out by the method of
Van-Soest (Mertens, 2002; Soest et al., 1985; Van Soest et al., 1991) which can extract the total
soluble compounds with a neutral detergent solution in excess, acting on the sample for 1 hour
at 100 °C. This detergent solution is composed of Na,HPOs, sodium tetraborate, a-amylase,
sodium EDTA, sodium lauryl sulfate and sodium sulfite. These products were provided by
Merck (Darmstadt, Germany). The extracted fraction is separated from the insoluble neutral
detergent fibers by filtration. Following the action of the neutral detergent, hemicellulose is
extracted by an excess of acid detergent solution (cetyltrimethylammonium bromide 20 kg m-
3,98 kg m of H2S04) acting for 1 hour at 100 °C. The extracted fraction is separated from the
insoluble acid detergent fiber by filtration. Cellulose is extracted after a treatment with 1317 kg
m-3 of H2S04 for 3 hours at ambient temperature (20 + 1 °C). The filtration residue, corresponds
to the lignin associated with the inorganic material. For each substrate, four samples were

analyzed.
2.4. Total polyphenol content

The solid-liquid extraction process of polyphenols was performed with a solid-liquid ratio of
1:10 using a 70% ethanol/water solvent (volume ratio) at 50 °C and for 3 hours without grinding
of GP. The total polyphenol content was determined using the Folin—Ciocalteu colorimetric
assay. 200 mm?® of extract were mixed to 1 cm?® of ten-fold diluted Folin—Ciocalteu reagent
(Merck, Darmstadt, Germany). 800 mm? of sodium carbonate (Na2COs) (75 kg m3) was then
added. The mixture was incubated for 10 minutes at 60 °C then allowed to cool at room

temperature, before the absorbance was measured at 750 nm by the UV/Vis spectrophotometer
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(UV- 9200, BioTECH Engineering Management, Nicosia, Cyprus). Gallic acid was used for
the calibration curve. Total polyphenol content was expressed as grams of gallic acid equivalent

per kilogram of TS.
2.5. HPLC Analysis

Phenolic compound analyses of the extracts were carried out by HPLC. Prior to analysis,
samples and standards were purified by filtration through 0.2 mm?® syringe filters
(polyethersulfone membrane). A liquid chromatography apparatus (KNAUER, Berlin,
Germany) coupled to a diode array detector were utilized. Analyses were conducted on a
Spherisorb ODS-2 (5 mm?, 250 x 4.6 mm) column, at a flow rate of 1 cm3-min™%, using a 20
mm? injection volume and a detection at 280 and 320 nm. Eluent A was 25 kg m= aqueous
formic acid and eluent B was 546 kg m™® methanol, 290 kg m HPLC grade water and 25 kg m-
3 formic acid. Identification was based on comparing retention times of the peaks detected with
those of original compounds, and on UV-Vis online spectral data. Quantification was
accomplished using the phenolic standards solutions (Ho et al., 1999).

2.6. Automatic Methane Potential Test System (AMPTYS)

The specific methane yield of the different varieties of deseeded GP were determined using an
Automatic Methane Potential Test System (AMPTS, Bioprocess Control, Lund, Sweden).
Fresh inoculum and substrate were added to 500 cm? incubation bottles at a COD inoculum to
substrate ratio of 3:1 (mass ratio). Bottles were incubated at 37 °C until the biogas production
has stopped. No external nutrients or trace elements were added to the reactors before starting
the experiments. All tests and blanks were carried out in triplicate, without grinding of the
substrates, and the net values of methane production and yield were obtained by subtracting the
endogenous production of the blank bottles. At the end of the test, the pH is measured to verify
that the judgment of the biogas production is due to the depletion of the biodegradable COD
and not the acidification of the medium.

The biological methane potential (BMP) was calculated from the volume of methane produced

divided by the quantity of the sample based on COD or TS introduced.

The biodegradability (%) was determined by dividing BMP by the theoretical maximum
methane yield (350 dm?® kg of COD) under standard conditions of temperature and pressure
(273 K and 101.5 kPa) (Buffiére et al., 2008).
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2.7. Kinetic study

The methane potential test can be used to estimate the overall hydrolysis constant k. In
descriptive terms, this reaction step is typically simplified and reduced to first-order kinetics
(Eastman and Ferguson, 1981).

B=Box[1l—exp(-k-t)] (eq. 1)

where B is the cumulative methane yield, Bo is the maximum methane yield of the substrate, k
(days™) is the apparent kinetic constant and t (days) is the time. The adjustment by non-linear
regression of the pairs of experimental data (B, t) using GraphPad Prism® (GraphPad, San
Diego, CA; USA) allows the calculation of the apparent kinetic constant k and R%. Root Mean
Square Prediction Error (RMSPE) was calculated as mentioned by (EI-Mashad, 2013) in order
to validate the studied model. It represents the deviation between experimental and estimated
methane production. In addition, Kruskal-Wallis analysis of variance (chi-square test
adjustment) was performed to evaluate statistical differences between the experimental data and

the fitted curves.

2.8. Statistical analysis of experimental data

[XPRL]

The Pearson correlation “‘r” was determined to evaluate the correlations between methane
production and the main chemical parameters of the tested GP. Principal Component Analyses
(PCA) were performed to investigate the possible relationships between the studied parameters
and to understand the variability in the methane production. The PCA method is suitable for
reducing the dimensionality of the data set. It transforms a large number of correlated variables
to a new set of uncorrelated variables named Principal Components (PC) that could explain
most of the total variation in the data. A principal component’s Eigen value greater or equal to
one is a criterion for statistical significance. Two plots are therefore obtained and should be
interpreted together: the loading plot and the score plot. The loading plot provides the
correlation structure of the analyzed variables. A strong influence of the variable is represented
by a large distance from the origin. Variables next to each other are positively correlated and
those opposites to each other are negatively correlated. The score plot is an outline of the
samples and displays how they are situated in respect to each other, based on the variables in
the loading plots. It shows possible groups and similarities. Observations located in a certain
part of the score plot are often correlated to variables located in the same part of the loading
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plot. All statistical tests were conducted using SPSS (SPSS software, V20, SPSS Inc., Chicago,
USA).

3. Results and discussion

3.1. Batch reactor experiments

Table 2 presents the physicochemical characteristics of the GP which remarkably varies among
the different varieties and origins. The Lebanese samples showed the highest values of Total
Dry Solids (TS), Volatile Solids (VS) and Chemical Oxygen Demand (COD). French GP
showed the lowest values of TS, VS and COD which were significantly different. The inoculum
used had a pH value of 7.8, a TS content of 53 + 2 g - kg%, a VS content of 33 +3 g - kgt and
COD of 51.0 + 0.1 g O - kg™. As described in a first study treating the AD of GP, a ratio of 3
g COD inoculum / 1 g COD substrate was chosen in the batch experiments (El Achkar et al.,
2016). Each test was carried out in triplicate until the depletion of methane production. The
cumulative methane productions of the different GP varieties are shown in Figure 1. For all
samples, the cumulative production of methane increases exponentially during the initial phase
until day 12 to 14 after the starting of the experiment. This phase corresponds to the methane
production from components that are easily degradable. A plateau is obtained after
approximately 30 days, which signifies that the organic matter has been depleted. The
cumulative methane yields at the end of test were 242 for Cabernet Sauvignon (Fr), 210 for
Merlot, 200 for Chardonnay, 174 for Pinot Noir, 146 for Marselan, 136 for Syrah, 128 for
Cabernet Sauvignon (Lb), 123 for Cabernet Franc and 104 dm? kg ! of COD for the ensiled
GP. Studying the methane potential of French and Lebanese deseeded GP was not found in the
literature. Instead, in a previous study, batch trials were carried out to assess the methane
potential of French deseeded GP variety Cabernet Franc collected in 2013. The results showed
a specific methane production of 165 dm?® kg™ of COD (EI Achkar et al., 2016).
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Table 2: Physicochemical characteristics of the substrates used in the experiments.

Total dry Solids Volatile Solids Chemical Oxygen
Samples
(9 - kg?) (9 - kg?) Demand (g Oz - kg)
C.SFr(S1) 230 £ 2° 196 + 4F 282 + 15¢
Merlot (S2) 226 + 3P 192 + 3F 321 + 14°¢
Chardonnay (S3) 193 + 4¢ 150 + 49 268 + 19¢
Pinot noir (S4) 223 +6° 176 + 4° 326 £ 14°
Marselan (S5) 376 + 32 305 + 42 547 +21°
Syrah (S6) 406 £ 42 309 + 32 573 £ 072
C.SLb (S7) 396 £ 12 330 +5° 591 + 762
C.F (S8) 337 + 3¢ 269 + 4¢ 462 + 14¢
Ensiled GP (S9) 314+ 7¢ 250 + 49 432 + 30f

Error bars indicate + s.d. Different superscript letters indicate significant statistical difference between means at

0.05% level, according to Tukey's test.
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Figure 1: Cumulative methane production of the samples. Lines correspond to a first-order model and
bars represent the average standard deviation of the experimental data.
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Anaerobic biodegradability (BD) of substrates is presented in Figure 2. Differences can be
observed between the biodegradability of the samples depending on the variety and the origin.
It ranged from 29.7% for the ensiled GP to a maximum of 69.0% for the French GP variety
Cabernet Sauvignon. From these results, it can be deduced that the tested GP contained a
variable composition of biodegradable components which might be less or more accessible to
anaerobic micro-organisms. This may be due to the structural characteristics of biochemical
and lignocellulosic fractions contained in these samples.
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Figure 2: Anaerobic biodegradability of the GP varieties. Bars represent the average standard deviation.
VCHa4, max: Maximum volume of methane at the end of test (dm? kg of COD). VCHa4, T: Theoretical
volume of methane = 350 dm? kg of COD.

3.2. Kinetic study

Empirical linear and non-linear regression models were applied to characterize the AD
performance. As no lag phase is present at the start of the experiments, a first-order Kinetic
equation for methane production was used to estimate the overall hydrolysis constant k (day™).
The highest arithmetic mean k value was 0.2716 for Chardonnay variety, followed by 0.2565
for Merlot, 0.2494 for Syrah, 0.2470 for Marselan, 0.2434 for Pinot Noir, 0.2418 for Cabernet
Sauvignon (Lb), 0.2384 for Cabernet Sauvignon (Fr), 0.2193 for Cabernet Franc and the lowest
value 0.1337 day* was obtained for the ensiled GP (table 3). These results are in agreement
with those found in a previous study showing that grape pulps (variety Cabernet Franc, 2013)
have k values between 0.2329 and 0.2621 day™ (EI Achkar et al., 2016). High values of the

coefficient of determination (R? > 0.98 in all cases) and small RMSPE values (1% to 5% of the
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total methane production for each GP variety) were obtained. Kruskal-Wallis analysis revealed
that there were no significant differences between the experimental and the estimated values;
p > 0.05 in all cases (table 3). These observations indicate that the first-order kinetics model
describes and fits the data well.

Table 3: Values of the kinetic constants (confidence interval of 95%), RMSPE values and Kruskal-
Wallis test results for the different GP varieties.

Chardonna Pinot noir  Marselan Ensiled GP
Samples C.SFr(S1) Merlot (S2) Syrah (S6) C.SLb(S7) C.F(S8)
¥ (83) (54) (55) (59)

k: Methane

production
0.2313 to 0.2495 to 0.2645 to 0.2364 to 0.2323 to 0.2349 to 0.2321 to 0.2095 to 0.1295 to
rate

0.2464 0.2612 0.2765 0.2490 0.2610 0.2639 0.2515 0.2285 0.1364
constant
(dayh
R2 0.9914 0.9897 0.9937 0.9932 0.9803 0.9811 0.9868 0.9895 0.9986
RMSPE
7.8 7.0 4.9 4.4 6.4 7.1 4.5 3.7 1.3
(dm?)
Kruskal-
‘Wallis test

result: 0.38 (14.0) 0.31(14.0) 0.41(11.5) 0.43(10.1) 0.15(13.5) 0.25(14.9) 0.19(13.8) 0.15(13.5) 0.45(14.0)
p-value

(2 test)

3.3. Determination of biochemical fractions

The valorization of vegetal biomass to methane as green energy requires a good knowledge of
their biochemical composition and fiber content which affect their methane production. The
main fiber fractions of the solid matter and the total polyphenol content of the nine GP varieties,
in descending order of methane production based on TS introduced, are reported in Table 4.
Major differences can be observed depending on the GP variety. Results shows that the soluble
compounds represent the most abundant fraction in all deseeded GP with almost 588 g - kg™ of
TS in Cabernet Sauvignon (Fr) variety. There is an exception with the ensiled GP in which this
fraction represents 182 g - kg of TS. There was a loss of soluble compounds during the
distillation process prior to the storage period. In addition, during GP ensilage, decrease of the
soluble components is due to their fermentation by lactic acid bacteria that produce organic
acids leading to a decrease in pH (Alipour and Rouzbehan, 2007). It is important to note that
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ensiled GP has the lowest pH with a value of 3.2 while other varieties have pH values between

3.8 and 4.2 (data not shown).

Table 4: Biochemical composition of the GP varieties.

Soluble

Total

comtpnNES Helni(:ellullose Cel'lulosle Li.gninl ésh i Polypheok BI:’[P .
Samples - (gf% (ilecg (ﬁerg) (ierg) & i (doTTg
of TS) of TS)
C.S Fr (S1) 5887 41%3 812 131112 159%3 17.3 296
Merlot (S2) 569 7 65%1 72%3 132%9 161%2 21.4 300
(CS];’)‘"“"““-" 4427 5543 124%2 144%9 234%3 21 277
Pinot noir (S4) 3907 4312 157%1 18816 223%2 7.8 255
Marselan (S5) 4062 5814 14714 1915 199 %1 21.0 212
Syrah (S6) 302%2 5113 120%4 180£8 24811 18.5 192
C.SLb (S7) 392110 5512 16818 20711 178%1 14.7 191
C.F (S8) 374%5 38%3 172%2 20417 211%2 14.0 169
Ensiled GP (S9) 182%11 122 282%5 31113 213%3 3.9 102

Cellulose increased from about 81 g - kg™t of TS to 282 g - kg* of TS with the decreasing of the

methane yield, as well as lignin which increased from about 131 g - kg™ of TS to 311 g - kg™

of TS. No major differences were found between the hemicellulose fractions in the samples.

Total polyphenol content varies between 2.1 g - kg of TS for Chardonnay variety to 21.4

g - kg of TS for Merlot variety. HPLC analysis showed different quantity of the three-main

extracted phenolic compounds (rutin hydrate, quercetin and trans-cinnamic acid) for the

different deseeded GP samples (table 5).

Table 5: Main phenolic content of the samples determined by HPLC.

Samples

Rutin hydrate
(mg kgt of TS)

Quercetin
(mg kg* of TS)

Trans-Cinnamic

acid
(mg kg! of TS)

C.SFr (S1)

Merlot (S2)

Chardonnay
(S3)

Pinot noir (S4)
Marselan (S5)
Syrah (S6)
C.SLb (S7)
C.F (S8)
Ensiled GP (S9)

732.0
1218.3
Nd
233.9
384.5
442.9
579.4
960.3
Nd

121
27.4
3.7
9.0
10.8
21.1
121.6
14.6
Nd

Nd
347.9
Nd
Nd
148.8
100.3
Nd
247.5
Nd

Nd: Not determined

EL ACHKAR 2017

Méthanisation de marc de raisin. Caractérisation et optimisation du procédé et des prétraitements Jean El Achkar 2017

128



Chapitre 4 - Digestion anaérobie de neuf variétés de marcs de raisins

As seen in Figure 3, the Pearson coefficient was found to correlate significantly and positively
with the hemicellulose (r = 0.663, p < 0.05) and soluble compound fractions (r = 0.913, p <
0.01). However, it correlates significantly and negatively with cellulose (r = -0.903, p < 0.01)
and lignin (r =-0.931, p < 0.01). No significant correlation was found between total polyphenol
content and methane yield (r = 0.248). Likewise, the three-main extracted phenolic compounds

did not show any significant correlations with methane production (data not shown).

10 4 0.913%*
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Figure 3: Pearson correlation between specific methane yield (dm? kg™ of TS) and the main
chemical biomass parameters

3.4. Principal component analysis

3.4.1 Analytical results

The ultimate dataset obtained for the deseeded GP varieties was analyzed through PCA in order
to evaluate the quantitative and qualitative characteristics affecting the methane production and
the biodegradability of the selected varieties. PCA is used for the description and the
visualization of the samples in relation to the studied parameters: TS, VS, soluble compounds,
hemicellulose, cellulose, lignin, total polyphenols, methane production rate constant and BMP
based on TS introduced.

The data contains a large set of GP originating from different territories and environmental
conditions. Having such a wide range of samples is essential to develop a statistical matrix.

This is an important advantage since it permits a high significance of the principal components
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leading to a high validity of the proposed approach. Another important criterion for having a
reliable model is to have a low standard error due to the laboratory procedures. It is the case
here since the results are collected from one study using the same protocols and materials for
the various analyses. On the other hand, the consortium of microorganisms present in the
inoculum and its characteristics are shown to affect significantly the methane yield in the AD
process (Shi et al., 2014). Here, the same inoculum was used in the batch tests, so the possibility
of being a source of comparison error has to be rejected.

The corresponding analysis defines the main components which are presented in Figure 4.
Obtaining a minimum number of components that could explain most of the total variation in
variables is the main objective of the test. In order to extend the representativeness of the
statistical analysis, three main components PC1, PC2 and PC3 were selected by the Eigenvalue

(> 1), which explained almost 95% of the variability of the data set (figure 4).
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Figure 4: Results of the Principal Component Analysis (PCA) in main components.
The three PC equations are given below:

PC1 = 0.97 k + 0.92 Hemicellulose + 0.78 BMP + 0.77 Solubles + 0.45 Polyphenols +
0.03 VS — 0.18 TS — 0.89 Cellulose — 0.91 Lignin

PC2 = —0.15k + 0.12 Hemicellulose + 0.32 BMP + 0.56 Solubles + 0.62 Polyphenols +
0.95VS — 0.11 TS — 0.38 Cellulose — 0.27 Lignin
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PC3 = 0.01 k + 0.18 Hemicellulose — 0.52 BMP — 0.26 Solubles + 0.59 Polyphenols —
0.11 VS + 0.96 TS + 0.17 Cellulose + 0.28 Lignin

The plot of the loading of the variables established by the three principal components are
represented in Figure 5. The first principle component expressed 63.5% of the overall variance.
This component was associated to the parameters positioned close to both PC1 horizontal axis.
These parameters were the hydrolysis constant (k), the hemicellulose fraction (Hemicellulose),
the methane production (BMP) based on TS introduced and the soluble compounds fraction
(Solubles) which were shown to be strongly correlated to each other and determinant to PC1
axis. The position of these parameters is opposed to the cellulose (Cellulose) and lignin (Lignin)
fractions which overlapped, indicating that GP varieties with high soluble compounds,
hemicellulose content and methane potential were generally poor in lignin and cellulose, and
vice versa. Hydrolysis constant k is positioned near the hemicellulose and soluble components
fractions in respect to PC1 axis showing that hydrolysis rate in AD is rather positively related
to the soluble fraction and negatively affected by the presence of lignin and cellulose fractions
which are located in the opposite side of the axis. Total polyphenols (Polyphenols), TS and VS
did not show any clear correlation with respect to PC1.

In addition, it could be noticed that the three parameters (VS, total polyphenols and soluble
components fraction) were determinant in the second principal component (PC2) which
expressed 18% of the overall variance. The remaining parameters did not show any clear

correlation with respect to PC2.

The plot of the samples scores established by principal components PC1 and PC2 are
represented in Figure 6. The distribution of samples on the factorial plane described by
PC1 x PC2 illustrates the heterogeneity of the nine substrates selected as part of this study. It
clearly separated the GP varieties into many distinct categories. Axis PC1 expressed the
opposition between two categories of samples. The first one includes the French GP originating
from Bordeaux (S1) (S2) and Champagne (S3) (S4) against the ensiled GP (S9) which is
distinguished by its extreme and unique profile. Cabernet Sauvignon (S1), Merlot (S2),
Chardonnay (S3) and Pinot noir (S4) having the highest methane production as well as the
highest fractions of soluble compounds were positioned in the right-hand side of the axis.
However, the ensiled GP (S9) with the lowest biodegradability and the highest fractions of

cellulose and lignin was on the left-hand side of PC1.
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Most samples were distributed along PC2 Axis which distinguished mainly between the
deseeded GP collected from Bordeaux (S1) and (S2) and the Chardonnay variety (S3). Cabernet
Sauvignon (S1) and Merlot (S2) having higher volatile matter, soluble components fraction and
total polyphenol content than the Chardonnay variety (S3). PC1/PC2 representation was poorly
discriminant for the Lebanese varieties (S5), (S6) and (S7) and the Cabernet Franc collected

from Layon (S8).
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Figure 5: Plot of the loadings of the variables with principal components PC1xPC2, PC2xPC3,
PC1xPC3 and PC1xPC2xPC3

Regarding the PC3 axis, it can be deduced that TS and total polyphenol content were its
determinant parameters, expressing 14% of the overall variance of the data set. As seen in
Figure 6, the Lebanese GP varieties (S5), (S6), and (S7), having the highest TS in the raw matter
and a very high polyphenol content, constitutes a single group associated with PC3 axis in
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opposition to the French varieties collected from Champagne and Bordeaux regions (S1), (S2),

(S3) and (S4).

The figure PC1 x PC2 of the samples scores can distinguish four groups of samples (A, B, C,
and D) (figure 6). The (PC2 x PC3) and (PC1 x PC3) representations show that the samples
(S1) and (S2) in the group A, originating from Bordeaux region, must be considered as

equivalent. In the group B, the samples (S3) and (S4) originating from Champagne region,

should also be regarded as similar. The sample (S6) is plainly separated from both of these

samples. Similarly, in the group C, it is possible to distinguish the sample (S8) from the samples

(S5) and (S7) originating from Lebanon and which appear similar. Finally, the group D consists

of a unique sample (S9) which can be distinguished directly from the other samples and groups.

The four groups are clearly shown in the PC1 x PC2 x PC3 3D-figure.
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Figure 6: Plot of the samples scores with principal components PC1xPC2, PC2xPC3, PC1xPC3

and PC1xPC2xPC3
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3.4.2 Discussion of PCA

These results demonstrate that lignin, cellulose, soluble compounds and hemicellulose fractions
are the most relevant parameters to evaluate the methane production from GP. As described
above, they explain almost 63.5% of the total variance. Many previous studies have reported
that the lignin fraction is the most significant factor among all substrate characteristics (Liu et
al., 2015; Xu et al., 2014). It is the most recalcitrant and the most resistant to microbial
degradation and oxidation. Many papers have shown that cellulose is usually degradable under
anaerobic conditions in its pure form (Carlsson et al., 2012). When combined with lignin, this
latter seems to be an influent parameter to control its accessibility to hydrolytic enzymes and
anaerobic micro-organisms preventing its degradation (Jimenez et al., 1990). On the other hand,
the carbon in the soluble fraction and hemicellulose is easily available and thus readily
degradable by the microorganisms (Mottet et al., 2010). The quite low anaerobic
biodegradability of the GP which ranged from 30% to 69%, is likely due to the high amount of
lignin and cellulose in the dry matter of the GP. Therefore, it can be concluded that GP
pretreatment prior to AD is required to reduce the complexity of the lignocellulosic fractions
and to alter the structural properties of lignin and cellulose. Consequently, development of
innovative and low cost pretreatments methods is necessary in order to facilitate the microbial

breakdown of the matter, to increase the GP degradation and so the methane yield.

In regards to phenolic compounds and TS content, results showed that they explain almost 14%
of the total variance. Many studies have shown that there is no significant correlation between
TS content in the GP matter and the methane production (Dinuccio et al., 2010). Polyphenols
are generally known as inhibitors of AD systems by limiting the microorganism’s activity as
consequence of biostatic effects (Obied et al., 2013). Their prejudicial effects on anaerobic
micro-organisms were observed in many anaerobic systems treating wine distillery wastewater
(Camarillo and Rincon, 2009), olive mill wastes (Fezzani and Cheikh, 2007) and coal
gasification wastewater (Wang and Han, 2012). A study investigating the methane production
form several tropical tree leaves demonstrates that Pearson correlation coefficients between
phenolic compounds and methane production of all leaves were not significant (Pal et al., 2015).
This result is in agreement with the one found in our study (r = 0.248). Contrariwise, correlation
coefficients were found significant in another study evaluating the dependence of the methane
potential of tropical plants on their phenolic fractions (Jayanegara et al., 2011). A recent work
aimed to investigate the effects of quercetin on AD of fruit waste with a focus on methane

production and biogas composition. The results showed that its addition in the range of 0.5 —
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5kg m? reduced the methane production by 50 % (Wikandari et al., 2014). However, no
significant correlation was found between quercetin and methane production of the different
GP varieties in our study.

These contradictory observations may be explained by many reasons. The concentration of
phenolic compounds in the medium was probably not critical to affect the methanogenic
bacteria during the AD of GP. It was demonstrated that the successful anaerobic degradation
likely depend on the concentrations of the phenolic content present and their bactericidal effects
(Hierholtzer et al., 2013). Many studies suggest also that the strength of the inhibition or
deactivation effect of the polyphenols is a function of their polymerization levels, the dominant
microbial species found in anaerobic systems and the type of hydrolytic enzymes (Jayanegara
et al., 2011; Ximenes et al., 2011). Besides, a study showed that more less is the content of
lignocelluloses material, more high is the polyphenols effect on microorganism activity
(Battista et al., 2014). The biochemical fractionation conducted in this study, demonstrates that
GP is very rich in lignocellulosic materials (cellulose and lignin) which could potentially
mitigate the inhibition effect caused by the polyphenols. Hence, polyphenols extraction before
the AD process of GP does not seem to be elementary in order to improve the methane

production.

On the other hand, it is worth noting that improvements of this statistical study may be possible
if more variables and factors are available. Some abiotic and biotic factors such as particle size
of the pulps, porosity, accessible surface area, moisture content, polymerization and
crystallization of cellulose, microbial composition of inoculum, and so on were not considered
and may have an impact on the methane production of the selected substrates (Shi et al., 2014;
Zheng et al., 2014).

4. Conclusions

Anaerobic digestion is a potent biological process for the valorization of GP promoting the
transition to renewable energy sources. The biochemical fractionation and methane production
of different industrial GP varieties originating from French and Lebanese vineyards were
evaluated. Statistical analyses showed that the AD process is highly dependent on grape
varieties and biochemical fractions. The main correlations between methane yield and
lignocellulosic fractions were reported. The effects of the most critical parameters, accounting
for nearly 95% of the total variance of the data, have been fully reviewed. It can be concluded

that GP pretreatment prior to AD is necessary to reduce the recalcitrance of the lignocellulosic
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fractions particularly lignin and cellulose. The effects of various cost-effective and
environmentally friendly pretreatments on anaerobic degradability of GP will therefore be

investigated in future studies.

In conclusion, to the best of our knowledge, this is the first study demonstrating the influence
of biochemical contents on methane potential of industrial GP contributing to green energy

applications.
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V.Chapitre V : Optimisation des parametres opérationnels de la
digestion anaérobie de marc de raisin

Nous avons déterminé, dans le chapitre 3, le potentiel méthane du marc de raisin dans un
réacteur continu avec une charge organique de 2,5 kg DCO m2 j* et un temps de séjour de 30
jours. Pour approfondir I’étude, 1’objectif principal de ce chapitre est d’optimiser les parametres
opérationnels des digesteurs a I’interface TSH, charge organique et production de méthane. On
cherche a déterminer si un temps de séjour inférieur a 30 jours serait suffisant ou non pour une
digestion efficace du marc de raisin. L’ensemble de ces résultats a été rédigé sous forme d’un
article intitulé « Continuous anaerobic digestion of grape pomace : Effect of the hydraulic
retention time (HRT) on process performance and fibers degradability » qui sera prochainement

soumis au journal « Waste Management ».

V.1l. Avant-propos

A la lumiére des travaux menés jusqu’a présent, I’étude de la digestion anaérobie du marc
de raisin se baserait plutdt sur des résultats obtenus en mode batch et demeure un sujet a
développer. Le domaine agricole impliquant souvent des procédés en mode continu, nous avons
déterminé, dans le chapitre 3, le potentiel méthane du marc de raisin dans un réacteur continu
parfaitement mélangé avec une charge organique appliquée (COA) de 2,5 kg DCO m3jetun
temps de séjour hydraulique (TSH) de 30 jours. Pour accomplir une étude plus approfondie,
I’objectif principal de cette partie consiste a optimiser le fonctionnement a long terme des
digesteurs anaérobies en mode continu en démontrant si un temps de séjour inférieur a 30 jours
serait suffisant ou non pour une digestion efficace du marc de raisin. Il convient de noter que
I’application d’un temps de séjour court minimise la durée du processus, réduit la taille des

digesteurs et donc les cotts d’investissements des industriels.

Dans ce cadre, nous avons mené des expérimentations sur des digesteurs continus de 2 L et
nous avons suivi les productions de methane ainsi que les parameétres physico-chimiques
correspondant. Les digesteurs ont été alimentés par des échantillons homogénes de marc de
raisin de cépage « Chenin blanc », préalablement broyés et congelés a -20 °C. Les digesteurs
(1) et (2) ont été operés sous un TSH de 30 jours, (3) et (4) sous 20 jours, (5) et (6) sous 15
jours et (7) et (8) sous un TSH de 10 jours, visant des charges organiques finales de 2,5, 3,7,
5,7 et 7,3 kg DCO m? j1 respectivement. Afin d’aboutir a des conditions stables, il est

nécessaire de considérer, a la charge finale, une durée de fonctionnement égale a 3 fois le temps
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de séjour.

Pour les digesteurs (1) et (2), opérant sous TSH de 30 jours, la période d'équilibre a été
caractérisée par une production de méthane de 0,984 + 0,013 NL j* avec une biodégradabilité
anaérobie de 56,0%. Le ratio AVT/alcalinité est passé de 0,03 a 0,09 témoignant de la stabilité
du systéme. Pour les digesteurs (3) et (4), opérant sous TSH de 20 jours, une production de
méthane de 1,362 + 0.018 NL j* correspondant & une biodégradabilité anaérobie de 52,6% a
été enregistrée pour une COA de 3,7 kg DCO m3j L. Le ratio AVT/alcalinité affiche une valeur
de 0,13 a la fin des expérimentations attestant la stabilité du procédé. En outre, le pH auto-
régulé dans ces 4 digesteurs indique qu’ils fonctionnent tous dans des conditions tolérables pour
la production de méthane et ne se trouvent pas dans des conditions inhibitrices. Aprés une
période égale a trois fois le temps de séjour, le fractionnement de Van-Soest a été réalisé sur les
digestats pour évaluer la biodégradabilité des fibres lignocellulosiques et comparer les
rendements de réduction en hémicellulose, cellulose et lignine, en fonction des différents temps
de séjours. Pour I’ensemble de ces digesteurs, environ 71% de I’hémicellulose et 13% de la
cellulose ont été dégradées. Par contre, aucune réduction significative de la teneur en lignine

n'a été observée.

Pour les digesteurs (5) et (6), opérant sous un TSH constant de 15 jours, le potentiel méthane a
atteint une valeur moyenne de 1,850 + 0,013 NL j* avec une biodégradabilité anaérobie de
45,2%. Les valeurs de pH ont diminué en dessous de 7 ; la neutralisation du milieu a été alors
nécessaire pour éviter I'échec du systéme par acidification. D'autre part, le ratio AV T/alcalinité
a augmenté jusqu’a 0,29 a la fin des essais avec une tendance a la hausse, indiquant que le
systeme est soumis a des conditions non optimales pouvant conduire a un dysfonctionnement a
long terme. L’analyse du digestat a montré des taux de réduction de 53,5% et 6,9% pour

I'némicellulose et la cellulose, respectivement.

Dans les digesteurs (7) et (8) ou un TSH de 10 jours est appliqué, le systeme a été incapable de
neutraliser I'accumulation d'acides volatils en raison du faible pouvoir tampon et de la baisse
drastique du pH. Par la suite, sous une COA de 4,7 kg DCO m2j?, la production de méthane a
diminué progressivement jusqu'a arrét total au jour 90, enregistrant des valeurs éminentes du
ratio AVT/alcalinité allant jusqu’a 9,6. Ainsi, I'effondrement des digesteurs est di au lessivage
bactérien. Le TSH de 10 jours a été vraisemblablement inférieur a la durée du cycle de
croissance des microorganismes, en particulier les méthanogenes, ce qui a entrainé leur

drainage progressif du milieu.
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Somme toute, le graphique ci-dessous récapitule les résultats obtenus et permet de référencer
une zone optimale pour un pilotage simple et non critique des digesteurs. A savoir, retrouver
les conditions qui permettent a la fois d’assurer un taux de dégradation optimal de la maticre

premiére et une productivité optimale de méthane.
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Figure V. 1 : Courbe expérimentale établissant la relation entre la charge organique appliquée, la
production de méthane et le taux de dégradation lors de la digestion anaérobie du marc raisin

En conclusion, les différentes expérimentations de digestion anaérobie du marc de raisin
menées pendant 6 mois nous ont permis de développer une approche scientifique en accord
avec la réalité industrielle, élevant différents points. Nous avons réussi a définir un optimum de
fonctionnement des digesteurs pour une charge appliquée de 3,7 kg DCO m™ j, soit 20 jours
de temps de séjour. Sous ces conditions, notre substrat constitue une excellente matrice pour la
digestion anaérobie ; le bon fonctionnement du procédé se traduit par un fort pouvoir tampon,
sans correction de pH, ainsi que par des réactions stables sans accumulation d’acides volatils.
Nous contribuons ainsi a une meilleure compréhension du déroulement de la digestion
anaérobie du marc de raisin en continu ainsi qu’a I’optimisation de la conception et du

dimensionnement des digesteurs industriels.
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V.2. Full paper: “Continuous anaerobic digestion of grape
pomace: Effect of the hydraulic retention time (HRT) on
process performance and fibers degradability”

Continuous anaerobic digestion of grape pomace: Effect of the hydraulic retention time

(HRT) on process performance and fibers degradability

Jean H. El Achkar!?, Thomas Lendormi!, Zeina Hobaika?, Dominique Salameh?, Nicolas

Louka?, Richard G. Maroun?, Jean-Louis Lanoisellé!

(1) Univ. Bretagne Sud, FRE CNRS 3744, IRDL, F-56300 Pontivy, France

(2) Centre d’Analyses et de Recherches, Unité de recherche Technologies et Valorisation Alimentaire, Faculté

des Sciences, Université Saint-Joseph de Beyrouth, Beirut, Lebanon

Abstract

In order to optimize the anaerobic digestion of grape pomace under mesophilic conditions,
continuous digesters were operated at different hydraulic retention times (30, 20, 15 and 10
days) equivalent to OLRs of 2.5, 3.7 and 5.7 and 7.3 kg COD m™ d*!, respectively. At HRT of
30 and 20 days, steady state conditions were observed with methane yields of 0.984 + 0.013
NL d* and 1.362 + 0.018 NL d* for OLR of 2.5 kg COD m2d* and 3.7 kg COD m3d?,
respectively. The HRT of 15 days was found critical because of acids accumulation throughout
the experiments. When the OLR of 5.7 kg COD m™ d! was reached, methane production was
instable and decreased to a final value of 1.850 + 0.013 NL d. Finally, at HRT of 10 days, a
failure of the system was observed due to the washing of the methanogenic microorganisms.
Regarding the degradability of the lignocellulosic fractions, the maximum reduction yields for
hemicellulose and cellulose were observed at HRTs of 30 days and 20 days while lignin was
not degraded. For the best optimization of the process, HRT of 20 days can therefore be

recommended for productive use in large-scale applications.

1. Introduction

Anaerobic digestion (AD) experiments in continuous mode, are long and complex, so that the
great majority of studies are based on the results of batch tests (Barbanti et al., 2014; Kafle and
Chen, 2016; Pellera et al., 2016). These tests, although valuable for determining the maximal
methane production of a substrate under specific conditions, may not accurately predict the

performance of large-scale anaerobic digesters, due to their dependence on the inoculum type,
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the substrate to inoculum ratio and the experimental method used (Holliger et al., 2016).
Moreover, it is complicated to monitor the physicochemical parameters affecting process
stability, or to determine the lignocellulosic fractions biodegradability. Therefore, continuous
digesters are required to evaluate and quantify the effect of a specific substrate and selected
operating conditions on AD to the best optimization of the process (Carrére et al., 2010; Pokdj
etal., 2015).

A series of operating parameters including pH, temperature, digester configuration, Organic
Loading Rate (OLR) and Hydraulic Retention Time (HRT) have been investigated due to their
effect on digesters performance and methane production (Dareioti and Kornaros, 2014;
Mariakakis et al., 2011; Nasir et al., 2012; Rincén et al., 2008; Torkian et al., 2003). Among
them, HRT has been reported as one of the most important parameters significantly affecting

microbial ecology in continuous digesters and thus must be optimized.

The HRT is the average time an input organic matter stays inside the digester before it comes
out. Based on different literature studies, it has been shown that HRT of 30 days is usually used
to evaluate the AD of many agro-industrial wastes in continuous mode (Kafle and Kim, 2013;
Ruffino et al., 2015). The longer a substrate is kept in the digester, the more complete its
degradation will become. The disadvantage of a longer HRT is that a large digester size is
needed for a given amount of substrate. Although a shorter retention time is essential for
reducing the digester volume, a compromise must be considered in order to maximize the

methane production and to prevent the inhibition or failure of the system.

The OLR is the amount of digestible material that is fed to the digester, in kg COD per m?
digester and day. A high load enables high microorganism growth and high biogas production,
but it also puts pressure on the microorganisms and can lead to process collapse due to acid
accumulation, during the acidogenesis stage. To maximize the production of biogas while
maintaining stability in the digester, a study suggested that the organic load must be a wide
operating range which can vary between 0.25 and 3 kg COD m d* (Rajeshwari et al., 2000).
However, other literature studies have shown that it is possible to operate digesters with higher
applied OLR such as 5 kg COD m~3 d* (Ruiz et al., 1997), 11 kg COD m~2 d (Sayed and De
Zeeuw, 1988), 17 kg COD m2 d ! (Borja et al., 1994) and up to 21 kg COD m3 d* (Patel and
Madamwar, 2002).

To our best knowledge, the research papers evaluating the AD of grape pomace (GP) are only
based on the results of batch tests (Caramiello et al., 2013; Dinuccio et al., 2010; Fabbri et al.,
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2015). In a previous study, we have determined the methane potential of GP in a Continuous
Stirred Tank Reactor (CSTR) with an OLR of 2.5 kg COD-m3.d! and a HRT of 30 days (El
Achkar et al., 2016). Here, we investigate the optimization of the long-term operation of
mesophilic and continuous anaerobic digesters treating GP. Our main purpose is to check
whether a residence time of less than 30 days is adequate or not for a sufficient digestion of the
GP to better process optimization. Consequently, continuous digesters were operated at
different HRTs (30, 20, 15 and 10 days) equivalent to final OLRs of 2.5, 3.7 and 5.7 and 7.3 kg
COD m2d?, respectively. In addition, at the end of the experiments, the effects of HRT on the
biodegradability of the main lignocellulosic components (hemicellulose, cellulose and lignin)

were measured.

2. Materials and methods

2.1. Materials

The GP variety “Chenin blanc”, was obtained from a wine company (Domaine Des Acacias,
Layon, France, 47° 12° 25.949°> N 0° 25° 51.392”* W). The grapes were carefully harvested at
maturity during the 2015 vintage and fresh samples of GP were collected immediately after the
pressing operation and transported to the laboratory. On arrival, the stalks fragments were
removed and the raw material was stored at -20 °C until utilization. An active inoculum was
collected from the digester of the waste-water treatment plant of Saint-Brieuc city in France.

The particulate matter (> 500 mm) was removed from the inoculum by passing through sieve.

2.2. Analysis

Total Solids (TS) content were determined by dry weight in oven at 105 °C until constant
weight. Afterwards, Volatile Solids (VS) were determined in a muffle furnace after 4 hours at
550 °C. Total Chemical Oxygen Demand (COD) was measured using Merck COD
Spectroquant® test, range 500-10,000 mg-L?, and by a spectrophotometer NOVA 60 (Merck,
Germany). After 2 hours at 150 °C, it was considered that all organic matter is oxidized by the

hot sulfuric solution of potassium dichromate.

2.3. Van-Soest fractionation

The structural polysaccharides and lignin fractions were determined using the method of Van-
Soest (Mertens, 2002; Van Soest et al., 1991). The total soluble compounds were extracted with

a neutral detergent solution, acting on the sample for 1 hour at 100 °C. This solution consists

EL ACHKAR 2017 143

Méthanisation de marc de raisin. Caractérisation et optimisation du procédé et des prétraitements Jean El Achkar 2017



Chapitre 5 - Optimisation des parameétres opérationnels de la digestion anaérobie

of Na;HPO4, sodium tetraborate, a-amylase, sodium EDTA, sodium lauryl sulfate and sodium
sulfite. The extracted fraction was separated from the insoluble neutral detergent fibers by
filtration. Then, hemicellulose was extracted by an acid detergent solution
(cetyltrimethylammonium bromide 20 kg m3, 98 kg m of H2SQ4) acting for 1 hour at 100 °C.
This fraction was separated from the insoluble acid detergent fiber by filtration. Cellulose was
extracted after a treatment with 1317 kg m™ of H.SO4 for 3 hours at ambient temperature
(20 £ 1 °C). The filtration residue corresponds to the lignin associated with the inorganic

material. Lignin fraction is thus determined in a muffle furnace after 4 hours at 550 °C.

The reduction yields of hemicellulose, cellulose and lignin in the digesters were calculated

according to the following equation (Bayr and Rintala, 2012):

Amount in the feed — Amount in the digestate

Reduction yield (%) = Amount in the feed

2.4. Methane production in continuous mode

The system for measuring methane production in continuous mode consists of three main units.
The incubation unit is a thermostatic water bath (37 °C) which contains eight digesters of 2 L
(Bioprocess Control, Lund, Sweden). Each digester is equipped with two sealable tubes; the
first one for drawing off the digestate and the second for supplying the GP. Digesters were
stirred manually for one minute, twice a day, to ensure adequate mixing. The biogas produced
passes through a tube connecting the incubation unit to the CO> fixing unit (6 M NaOH
solution). Thus, the CH4 released from this unit was measured with a gas meter (Type MGC-1

PMMA, Ritter, Germany) with a measurement range between 1 mL h*to 1 L h.

For the feed preparation, water was added to GP in order to reach a final concentration of 0.25
kg GP-kg® This set was grinded using a blender (Waring blender 8011EG, Waring
Commercial, USA) for 10 minutes, with a speed of 22,000 rpm. In all digesters, the same GP
dilution ratio (1:8) was used as done in our previous study (El Achkar et al., 2016), despite the
different feeding rate which were related to the applied HRT. Therefore, the comparison of the
results obtained in the different digesters was achievable.

The dry part of the GP mostly consists of fibers that are almost resistant to anaerobic
degradation. Therefore, to treat such complex lignocellulosic substrate, a gradual and slow OLR
increase should be adopted to provide sufficient time to microorganisms for adaptation to the
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new OLR (Aboudi et al., 2016). Consequently, the OLR in this study was accompanied by a
25% increase in the load compared to the previous one. This strategy is similar to one previously
described (Guillaume and Lendormi, 2015). Thus, the applied OLR were 1.5, 1.9, 2.3, 2.9, 3.7,
4.6, 5.7 and 7.3 COD m3d?, corresponding to stages I, II, Ill, 1V, V, VI, VII and VIII,
respectively. It should be noted that digesters (1) and (2) operated under the HRT of 30 days,
targeted a final OLR of 2.5 COD m=d, in order to compare the results to our previous study
evaluating the AD of GP using the same HRT and OLR in a continuous stirred tank reactor
(CSTR) (EI Achkar et al., 2016).

Subsequently, a period of minimum one week consists of the real seizure of daily methane
production, which must be significantly stable to carry out a new increase in the load. Feeding
and draining operations were performed daily using HRTs of 30 days, 20 days, 15 days and 10
days targeting final OLRs of 2.5 kg COD m=d?, 3.7 kg COD m3d?, 5.7 kg COD m3d* and
7.3 kg COD m3d?, respectively.

Digesters (1) and (2) were operated under HRT of 30 days, (3) and (4) under HRT of 20 days,
(5) and (6) under HRT of 15 days and digesters (7) and (8) under HRT of 10 days.

The detailed operating conditions are presented in Table 2.

The digesters were maintained at the final OLR for a minimum equivalent time to three HRT,
to record stability in methane production and physicochemical parameters reaching steady-state
conditions (Aboudi et al., 2015; Murto et al., 2004). The anaerobic biodegradability (%) was
calculated by dividing the experimental volume of methane produced by the theoretical volume,

given that one kg of COD can produce 0.35 Nm?® of methane.

For the process monitoring, the measurements of the pH, the alkalinity and the total volatile
acidity (TVA) in the digesters were carried out as described in a previous paper (ElI Achkar et
al., 2016).
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3. Results and discussion

The physicochemical characteristics and the lignocellulosic fractions of the GP and the

inoculum used in the experiments are presented in Table 1.

Table 1: Biochemical composition and physicochemical characteristics of the GP and the
inoculum used in the experiments. Values correspond to the mean + standard deviation of the
measurement.

) Grape
Parameters Units Inoculum
Pomace
Total Solids g-kgt 454 + 14 56+3
Volatile Solids g-kgt 350+ 10 35+4
Chemical Oxygen g0, - kg 610+20  52.1+0.
Demand
Hemicellulose g - kg? 54+2 4+1
Cellulose g- kgt 150+ 6 11+1
Lignin g - kg? 190+ 8 15+1
Alkalinity geqg.CaCO; - L* 0.10 3.90
Total Volatile
o geq. CH;COOH - L* 1.10 0.12
Acidity

3.1. Effects of HRTs on methane production and process stability

For digesters 1 and 2, operated under constant HRT of 30 days, OLR was increased stepwise
from stage | (OLR of 1.5 kg COD m= d) to stage V targeting an OLR of 2.5 kg COD m=3d*
(Figure 1, A). Thirty-three days of starting-up were necessary to reach this OLR. Once attained,
the digesters were monitored for 90 days to achieve steady state conditions. The mean methane
production registered in each stage are presented in Table 2. The steady state period was
characterized by a methane production of 0.984 + 0.013 NL d? with an anaerobic
biodegradability of 56.0%.
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Figure 1: Average daily methane productions in digesters operating at HRT of 30 days (A), 20
days (B), 15 days (C) and 10 days (D). Red bars represent the standard deviation of the mean.

The mean pH of the medium was almost stable (7.30 + 0.05) without any adjustment throughout
the study. According to Figure 2, the alkalinity decreased from 3.9 g eq. CaCOs - L at the
start-up to 3.1 geq. CaCOs-L?! at the end. This parameter must be maintained above 2 g
CaCOs - L* to avoid drastic drops in pH. Total Volatile Acidity (TVA) increased from 0.12
g eg. CHsCOOH - L t0 0.28 g eq. CH3COOH - L, after 120 days of the digestion. TVA has
been found to be a very good indicator of the metabolic status of an anaerobic degradation
process (Bjornsson et al., 2000; Cobb and Hill, 1991). For a successful AD process, the
concentration of TVA, especially acetic acid, must be less than 2 geg. CHsCOOH-L™?! to
prevent the inhibition of the methanogenic bacteria (YYadvika et al., 2004). One of the criteria
for confirming the digesters stability is the TVVA/alkalinity ratio; at these operating conditions,
it increased slowly from 0.03 to 0.09 (Figure 6). This ratio testified to the stability of the system,
with the reported normal ratio being below than 0.4 (Callaghan et al., 2002).
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Figure 2: Evolution of alkalinity and TVA in digesters (1) and (2) operated at a HRT of 30 days.
Values correspond to the mean of the measurement.

In this present study, methane production per one litter of digester was 0.49 NL-d, against a
value of 0.34 NL-d recorded in our previous study treating GP variety “Cabernet Franc” under
the same conditions (El Achkar et al., 2016). One should note that this variety is different from
the “Chenin blanc” used here, regarding the physicochemical characteristics and the
lignocellulosic composition. The variability observed in the methane production is most likely

due to this.
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Table 2: Operating parameters and conditions of the different anaerobic digesters. Values of the
methane productions correspond to the mean + standard deviation of the measurement performed
in duplicate.

Digesters | Phase | Days of GP HRT | Feeding OLR Methane
operation | dilution (d) rate (COD m3d?) | production
ratio (Ld™h (NL dh
land2 [ 0-7 1:8 30 0.07 15 0.643 £ 0.006
I 8-15 1.9 0.777 £+ 0.005
1 16-22 2.3 0.939 £ 0.006
v 23-31 2.9 1.115+ 0.005
V 32-120 2.5 0.984 £ 0.013
3and 4 [ 0-7 1:8 20 0.10 15 0.635 + 0.005
1 8-15 1.9 0.754 + 0.011
i 16-22 2.3 0.948 £+ 0.007
v 23-31 2.9 1.113+0.021
\Y 32-120 3.7 1.362 + 0.018
5and 6 [ 0-7 1:8 15 0.13 15 0.628 + 0.011
1 8-15 1.9 0.772 £ 0.026
i 16-22 2.3 0.947 £ 0.018
v 23-32 2.9 1.136 + 0.042
\Y 33-39 3.7 1.355+ 0.034
VI 40-47 4.7 1.706 + 0.043
VIl 48-120 5.7 1.850 + 0.013
7and 8 [ 0-7 1:8 10 0.20 15 0.635 + 0.007
1 8-15 1.9 0.754 £ 0.023
11 16-22 2.3 0.956 + 0.025
v 23-32 2.9 1.137 £ 0.033
\ 33-39 3.7 1.387 + 0.051
VI 40-47 4.7 1.722 + 0.042
VIl 48-90 5.7 0
VI - 7.3 Not attained

For digesters 3 and 4, operated under constant HRT of 20 days, OLR was increasing gradually
from stage | (OLR of 1.5 kg COD m d}) to stage V with a targeted OLR of 3.7 kg COD m
d! (Table 2). Thirty-three days of starting-up were necessary to reach this OLR. Once attained,
the digesters were followed for 90 days to achieve steady state conditions (Figure 1, B). The
steady state period was characterized by a methane production of 1.362 + 0.018 Nm? d* with

an anaerobic biodegradability of 52.6%.

The pH levels (7.20 + 0.1) were self-maintained during the experiments without any adjustment.
This pH stability and regulation by the system itself indicated that the digesters were working
under tolerable conditions for methane production and were not under inhibitory conditions

despite of increasing OLR. According to Figure 3, the alkalinity decreased from 3.9
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g eq. CaCOs - L at the start-up to 2.7 g eq. CaCOs - L at the end. The buffering capacity of
the system (alkalinity > 2 g CaCOs - L) was thus good enough to maintain stable conditions
in the digesters. TVA increased from 0.12 g eq. CH3COOH - L™ t0 0.34 g eq. CH3COOH - L
at the end of the digestion. TV A/alkalinity ratio was staying in acceptable values, ranging from
0.03 to 0.13, which were far below than the suggested failure limits values (Figure 6). This
indicates that acidogenic, acetogenic and methanogenic microorganisms were balanced under
the selected conditions (Ahring et al., 1995; Vavilin et al., 1997).

4.0 ) 0.4
(o]
a
o O
3.0 1 (o] o o B B - 0.3
o a o O O
pry
L) S
> | 20
:-E 2.0 o 0.2 E
E] a
=
m
1.0 4 - 0.1
0.0 T T T T T T T 0
0 15 30 45 60 75 90 105 120
Time (days)

Figure 3: Evolution of alkalinity and TVA in digesters (3) and (4) operated at a HRT of 20 days.
Values correspond to the mean of the measurement.

For digesters 5 and 6, operated under constant HRT of 15 days, OLR was increasing gradually
to stage VII targeting 5.7 kg COD m= d* (Figure 1, C). Forty-seven days of starting-up were
necessary to reach this OLR. Once attained, the digesters were followed for 70 days. The mean
methane productions registered in each stage are presented in Table 2. At the beginning of stage
VI1, the methane production was stable for 15 days with a mean value of 2.080 + 0.025 Nm? d-
! Afterwards, at day 63, methane yield decreased to attain a mean value of 1.850 +0.013 Nm?® d-

! for the last 30 days, with an anaerobic biodegradability of 45.2%.

At the beginning of the stage 1V, pH values decreased below 7. A correction of pH by adding
an alkali (NaOH, 6 M) was then necessary to avoid the failure of the system by acidification.
Thereafter, the pH gradually increased to 7.1-7.2. The pH correction strategy was used when

the digesters medium had a pH of less than 7, especially when increasing the OLR to ensure
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optimum conditions for the microbial growth (Brooks et al., 2008; Cysneiros et al., 2012).
According to Figure 4, the alkalinity decreased from 3.9 g eq. CaCOs - L at the start-up to 1.5
g eg. CaCOs - L at the end of the experiments highlighting the low buffering capacity of the
system (alkalinity < 2 g CaCOs - L. In comparison with HRT 30 and 20 days, higher values
of TVA were observed in this period. In fact, TVA increased from 0.12 g eq. CHsCOOH - L*
t0 0.43 g eq. CH3COOH - L at the end of the digestion. This increase agrees with the decrease
of pH mentioned before. On the other hand, as shown in Figure 6, the ratio TVA/Alkalinity
increased from 0.03 to 0.29 at the end of the experiments. The final value recorded is not that
far below the safety threshold-value of 0.4, indicating that the system is not inhibited and still
tolerates the OLR of 5.7 COD m™ d1. On the other hand, it should be noted that the ratio curve
shows a marginal upward trend, indicating that the system is subject to non-optimal operating

conditions which can lead to a long-term system failure.
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Figure 4: Evolution of alkalinity and TVA in digesters (5) and (6) operated at a HRT of 15 days.
Values correspond to the mean of the measurement.

For digesters 7 and 8, operated under constant HRT of 10 days, OLR was planned to target 7.3
kg COD m™ d* at the VIII. The mean methane productions recorded in each stage are presented
in Table 2. A strong decrease in the pH value from 7 to 6.6 was observed since day 50 after
increasing the OLR to 5.7 kg COD m™ d! (stage VII) despite the daily corrections of pH. The
digesters operation was affected by a decrease in methane production to mean value of
1.630 £ 0.023 Nm3d? and high levels of volatile acids accumulation attaining 0.67
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g eq. CH3COOH - L* at day 65 (Figures 1D and 5). The acidification of the system was related
to the low buffering capacity inside the digesters where alkalinity of the medium has recorded
a low value of 1 geq. CaCOs - L. Consequently, the system was unable to neutralize the
volatile acids accumulation, due to the organic overload, and hence to maintain the required pH
for stable AD operation. Afterwards, from day 61, the methane yield decreased gradually and
ineluctably until it ceased completely on day 90. Accordingly, the TVA/alkalinity ratio,
considered as an indicator of the system instability (Chen et al., 2008; Franke-Whittle et al.,
2014; Kleybdcker et al., 2012), reached eminent values of 0.84, 2.1, 4.6 and 9.6 by day 68, 75,
82 and 90, respectively (Figure 6).
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Figure 5: Evolution of alkalinity and TVA in digesters (7) and (8) operated at a HRT of 10 days.
Values correspond to the mean of the measurement.

At this stage, starting from day 90, the feeding of the digesters 7 and 8 was stopped for 15 days
to give the time required for the growth of acetoclastic and methanogenic microorganisms
(Aboudi et al., 2015). However, the system was not recovered. No methane productions were
registered and the alkalinity and TV A remained constant until the end of the experiments (day
95) and similar to the values recorded on day 90 (0.1 geq.CaCOs;-L?! and 0.96
g eg. CHsCOOH - L, respectively). One should note that these values are very close to those
of the GP used in this study, having an alkalinity of 0.1 g eq. CaCOs - L™ and TVA of 1.1
geg. CHsCOOH - L (Table 1). These findings showed that the medium was entirely
composed of GP, indicating the absence of microorganisms responsible for its degradation and
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conversion into methane. Therefore, the failure of the digesters was due to the applied HRT,
which approached and exceeded the washout rate (critical HRT) at which the methanogenic
microorganisms were flushed out of the digesters, along with volatile acids build-up in the
medium (Berg et al., 1985; Cobb and Hill, 1991). Since the growth rate of acidogenic bacteria
(almost 4 days) is faster than that of methanogens (almost 10 days), the increase in TVA
concentration was due to their excessive production by the acidogenic microorganisms which
was not coupled with their degradation by the acetogenic and methanogenic microorganisms
(Ahring et al., 1995; Moletta, 2015; Yadvika et al., 2004).
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Figure 6: Evolution of the TVA/alkalinity ratio at the different HRTs.

This is consistent with a study revealing that HRT has to be longer than it takes for the
methanogenic microorganisms to multiply, which is up to 10-12 days, or otherwise the
microorganisms will be washed out of the digester and the methane production will stop
(Gashaw, 2014). Moreover, it has been reported that HRT greater than 10-15 days is necessary
when treating solid waste in order to achieve the stability in the continuous anaerobic digesters
(Abubakar et al., 2015). Thus, 10 days-HRT was the critical HRT triggering the washing of

methanogenic bacteria and leading to the failure of the digesters in our study.

AD of agro-industrial by-products and crop residues typically involves the operation at higher
HRT (Brooks et al., 2008; Moraes et al., 2015). (Demirel et al., 2008) studied the AD of sugar
beet using continuous digesters and reported that the highest methane production was obtained

at HRT of 25 days. In a previous work (Labat et al., 1984), HRT of 17 days were proved to be
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the best for the AD procedure.

In a recent study evaluating the AD of sugar beet and pig manure, HRTSs of 20, 18, 15 and 12
days corresponding to OLRs of 3.73, 4.14, 4.97 and 6.21 kg of VS m™ d! were tested. It has
been reported that the stability of the system was attained at HRT of 20 days. However, HRT
of 12 days was considered critical and led to pH drop accompanied by an accumulation of
volatile acids (Aboudi et al., 2016).

On the other hand, digesters treating ensiled sorghum, cheese whey and liquid cow manure
were operated at three different HRTs (24, 16 and 12 days) equivalent to OLRs of 3.58, 5.36
and 7.15 kg COD m d%, respectively. Methane yields of 0.326 and 0.310 m® kg of VS were
therefore calculated at HRT of 24 and 16 days, respectively, whereas at the lower HRT (12
days) methane production ceased because of the washing of the microorganisms (Dareioti and
Kornaros, 2015).

3.2. Effects of HRTs on fibers degradability

The effects of HRT on the biodegradability of the main lignocellulosic components in the
digestate were investigated using Van-Soest fractionation method. Figure 7 shows the reduction
yields of cellulose, hemicellulose and lignin respectively, for the different HRTs. Hemicellulose
reduction yields of 72.1%, 70.9%, 53.5% and 3.5% were obtained at the end of experiments,
for the HRTSs of 30 days, 20 days, 15 days and 10 days, respectively. Cellulose reduction yields
were 13.8%, 13.3%, 6.9% and 0.5% for the HRTs of 30 days, 20 days, 15 days and 10 days,
respectively. Contrariwise, no significant reductions in lignin content were observed.
Therefore, as regards the biodegradability of the GP, it can be deduced that 30-days and 20-
days HRTs resulted in almost similar reduction yields of the main lignocellulosic components
(no statically significant difference for p = 0.05 was found). Thus, in order to minimize the
duration of the process operation and although the size of the anaerobic digester, we advocate
the use of 20-days HRT for treating GP in continuous mode.
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Figure 7: Reduction yields of the main lignocellulosic fractions at the end of the experiments and
for the different HRTs. Values correspond to the mean + standard deviation of the
measurement.

In our study, the relatively low biodegradability of the GP is related to the high cellulose and
lignin contents. Lignin is the most recalcitrant and therefore not biodegradable under anaerobic
conditions (Bayard et al., 2015; Carlsson et al., 2012; Xu et al., 2014). In fact, lignin is an
irregular and insoluble polymer consisting of phenylpropanoid subunits, and its enzymatic
hydrolysis is difficult (Malherbe and Cloete, 2002). Cellulose, which is a glucose polymer
linked through o-1,4-linkages usually disposed in microcrystalline structures, is difficult to
degrade under natural conditions. However, anaerobic microorganisms can hydrolyze cellulose
better than aerobic ones, because they contain membrane-bound cellulose hydrolyzing enzymes
(Malherbe and Cloete, 2002). In addition, cellulose is usually degradable under anaerobic
conditions in its pure form (Carlsson et al., 2012). However, when combined with lignin, this
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latter appears to be an influential parameter in limiting the access to hydrolytic enzymes and
anaerobic micro-organisms (Jimenez et al., 1990). On the other hand, the carbon in
hemicellulose is easily available and thus readily degradable by microorganisms (Mottet et al.,
2010). Hemicellulose is a hetero-polysaccharide composed of different hexoses, pentoses, and
glucuronic acid and is more soluble than cellulose (Malherbe and Cloete, 2002). That is why

reductions yields of hemicellulose in our study are much higher than those of cellulose.

During the AD of mixtures of energetic crops, cow sludge, agro-industrial waste and organic
fraction of municipal solid waste, in a large-scale plant, fiber analysis showed reduction yields
of 63% of cellulose and 58% of hemicellulose, with preservation of lignin, which increased
with respect to initial mass content, of 9.5% (Tambone et al., 2009). In another study, co-
digestion of primary and secondary sludge with an OLR of 1 kg VS m= d* and HRTs of 25-31
days resulted in methane productions of 0.15-0.17 m® kg VS d™. Reductions yields observed
were almost 73% and 27% for cellulose and hemicellulose, respectively, while lignin showed
an increase (Bayr and Rintala, 2012). The increase in lignin fractions is also obtained in another

study (Lin et al., 2009) evaluating the AD of pulp and paper sludge.

Furthermore, the analysis of the solid digestate from the co-digestion of corn stover and dairy
manure showed that the HRT mainly influenced the degradation of AD fiber (Yue et al., 2013).
Results showed that the cellulose removal efficiency increased with the increase of HRT,
indicating that the longer the input resided in the digester, the more the cellulose was degraded
and used by microorganisms. The cellulose and hemicellulose reduction yields increased from
HRT of 30 days to that of 40 days. At HRT of 50 days, reduction yields were similar to those
obtained previously using HRT of 40 days. In fact, hemicellulose and cellulose have been
reported to include both easily degraded portions and resistant portions (Jacobsen and Wyman,
2000). After the increase in HRT, most of fast-hydrolyzing cellulose and hemicellulose were
degraded by the microorganisms. Thus, the reduction yields slowed down and approached to
the same rate under the HRTs of 40 and 50 days. These results are consistent with those found
in our study during HRTs of 20 and 30 days showing that hemicellulose and cellulose
reductions yields were almost constant reaching their maximum. This demonstrates that HRT
greater than 30 days is not effective in increasing the degradability of these fibers in GP.

4. Conclusions

The results of this study demonstrate that a residence time lower than 30 days is adequate for
the digestion of GP. Among the tested conditions, the maximum OLR of 3.7 kg COD m=3d*
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and the minimum HRT of 20 days can therefore be considered as the optimum operating
conditions for the AD of GP in large-scale applications. The HRT of 15 days was found critical
and that of 10 days resulted in irreversible system failure. On the other hand, the hemicellulose
and cellulose fractions were degraded with different rates but the lignin fraction did not. These
results highlighted the need to test various pretreatments in continuous mode to reduce the
complexity of these fractions enhancing the methane production. In addition, it will be
necessary to evaluate the chemical composition of the digestate and its fertilizing properties for

appropriate use as soil amendments.
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VI. Chapitre VI : Influence de divers prétraitements sur les
fractions lignocellulosiques et la production de methane du
marc de raisin

Nous avons jusqu’a présent optimiser les paramétres opérationnels des digesteurs. Qu’en
est-il alors de la biomasse ? Nous avons montre que le marc de raisin est trés riche en fractions
lignocellulosiques. Nous cherchons dans cette partie a réduire ces fractions pour augmenter la
biodégradabilité anaérobie et donc la production de méthane. Pour cela, nous avons évalué les
effets dune série de prétraitements chimiques et physiques non seulement sur la production de
méthane mais aussi sur la biodégradabilité des fibres lignocellulosiques. Ces travaux ont fait
I’objet d’un article intitulé « Influence of several pretreatment conditions on lignocellulosic
fractions and methane production from grape pomace » qui sera prochainement soumis au

journal « Bioresource Technology ».

VI.1. Avant-propos

De nos jours, divers prétraitements peuvent étre mis en ceuvre en amont de la digestion
anaérobie pour dépasser ses limites existantes, notamment dans le cas de substrats difficilement
biodégradables en anaérobiose. En effet, I’étape limitante de la méthanisation est généralement
I’hydrolyse qui peut étre accélérée voire remplacée par une hydrolyse physico-chimique ou
biologique. Par conséquent, I’objectif du prétraitement est de rendre la matiére plus facilement
biodégradable par les microorganismes. L’étude inter-cépages précédente a montré que la
digestion anaérobie du marc de raisin est directement affectée par sa structure lignocellulosique
; elle diminue en présence de taux éleveés de lignine et de cellulose. Afin d’altérer cette structure
complexe et par la suite intensifier le processus, nous présentons dans ce chapitre une panoplie
de procédeés verts et innovants (congélation, traitement alcalin, traitement acide, ultrasons et
champs électriques pulsés) et nous abordons de méme leurs effets correspondants. Dans ce but,
des cinétiques de dégradation ont été réalisees en mode batch, afin de comparer la production
maximale de méthane associée, avant et apres chaque prétraitement. De plus, nous avons évalué
I’impact respectif des prétraitements sur la biodégradabilité des fibres lignocellulosiques, par
le biais du fractionnement de VVan-Soest. Pour toutes les expérimentations, nous avons utilisé
du marc de raisin de cépage « Chenin blanc », récolté lors de la vendange 2015 aux Pays de la

Loire en France.

Le test BMP réalisé sur du marc de raisin frais, non traité, affiche une production de méthane
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de 0,1305 + 0,0035 Nm? kg DCO™ ; ce chiffre s’inscrit dans la gamme précédemment obtenue
dans le cadre de I’¢étude inter-cépages. La congélation du marc a des températures de -80 °C et
-20 °C augmente le potentiel méthanogéne d’environ 16% et 30%, respectivement. Cependant,
et en comparaison avec le marc de raisin non traité, le fractionnement biochimique du marc
congelé a -20 °C montre une composition lignocellulosique analogue. En fait, il a été démontré
qu'une désintégration cellulaire élevée peut étre obtenue pendant la congélation a -20 °C
engendrant ainsi une plus grande accessibilité aux constituants solubles de la matrice ainsi
qu’une meilleure solubilisation, sans pour autant aucune modification de sa composition

biochimique ; ceci justifie I’augmentation observée de la production de méthane.

De plus, plusieurs prétraitements chimiques ont été étudiés mettant en jeu différents réactifs :
la soude, I’ammoniaque et 1’acide chlorhydrique. Le traitement alcalin avec 10% NaOH est le
plus efficace quant a I’amélioration de la production de méthane (+ 36%), suivi de celui avec
6% NaOH (+ 20%) puis du traitement acide avec 10% HCI (+ 5%). Contrairement, le traitement
alcalin avec du NH3 a montré peu ou pas d’effet sur la production finale de méthane. Il convient
de noter que le prétraitement avec 10% de NaOH a été le seul a modifier les principaux
composants de la biomasse lignocellulosique. Des taux de réduction significatifs de 27,9%,
22,3% et 52,3% ont été obtenus pour I'némicellulose, la cellulose et la lignine, respectivement
; cela explique ’amélioration de la production de méthane par rapport aux autres prétraitements.
Par ailleurs, le traitement acide avec 10% de HCI n'a été efficace que pour éliminer

I'némicellulose affichant le rendement de réduction le plus élevé (79,4%).

En ce qui concerne les prétraitements mécaniques testés, le marc de raisin traité par les CEP a
un niveau Z; (153 kJ kg™), révéle une augmentation limitée du rendement en méthane de 4%.
Ce procédé n'a pas toutefois altéré les fractions biochimiques du marc. En fait, au cours de la
digestion anaérobie, les pores créés par les CEP faciliteront l'acces aux composants
intracellulaires qui deviennent plus favorables a I'hydrolyse enzymatique, ce qui explique

I'amélioration de 4% de la production de méthane.

L’application des ultrasons a un niveau Z1 (700 kJ kg!) entraine une augmentation de 10% du
potentiel méthanogéne. Des taux de réduction significatifs de 13,2% et 6,3% sont enregistrés
pour I'hémicellulose et la lignine, respectivement. Pratiquement, la sonication a basse fréquence
perturbe mécaniquement la structure et la matrice cellulaire, conduisant a une réduction de la

taille des particules et a un endommagement cellulaire important.
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Dans un second temps, nous avons cherche a optimiser le procédé de production de méthane a
partir de notre biomasse en étudiant les effets de couplage de la congélation a -20 °C avec le
traitement alcalin @ 10% de NaOH. Les résultats du test BMP témoignent alors de
I’augmentation la plus importante de production de méthane (68%), classant cette combinaison
de prétraitements en téte de la liste ici sélectionnée. Concernant les taux de réduction des fibres,
ils s’avérent étre similaires & ceux obtenus avec le traitement & 10% NaOH seul, un résultat

attendu d’ailleurs.

Le but ultime de cette étude étant de proposer des moyens d’intensification de la digestion
anaérobie a 1’échelle industrielle, nous visons valider ces derniers résultats trouvés en mode
batch dans un processus a plus grande échelle. Par conséquent, la production de méthane du
marc broyé, congelé a - 20 °C et traité avec 10% de NaOH a été suivie en mode continu dans
des digesteurs de 2 L. Or, en mode continu, il est important de noter que le broyage est
indispensable afin d’éviter le bouchage des tuyaux du pilote par les pépins et les matieres
fibreuses présentes dans le marc de raisin. Tout au long des expérimentations, une charge
organique de 3,7 kg DCO m3 j* et un temps de séjour hydraulique (TSH) de 20 jours étaient
appliqués. Apres 70 jours de fonctionnement, les productions de méthane étaient de 1,75 NL j
1 pour le marc broyé, congelé et traité avec 10% NaOH contre 1,37 NL j* pour celui congelé et
broyé seulement. Ainsi, le traitement alcalin a intensifié la production de méthane de preés de

29%, témoignant de 1’efficacité du procédé proposé.

En conclusion, il s'agit d’une étude pionniére qui porte sur l'impact de divers
prétraitements sur le potentiel méthanogene et les fractions lignocellulosiques du marc de raisin.
Bien gue certaines conditions testées ici semblent pertinentes, le développement de plusieurs
prétraitements couplés s’impose afin d’optimiser les effets obtenus, d’une maniére rentable

mais surtout respectueuse de I'environnement.
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VI1.2. Full paper: “Influence of several pretreatment
conditions on lignocellulosic fractions and methane
production from grape pomace »

Influence of several pretreatment conditions on lignocellulosic fractions and methane

production from grape pomace
(1) Univ. Bretagne Sud, FRE CNRS 3744, IRDL, F-56300 Pontivy, France

(2) Centre d’Analyses et de Recherches, Unité de recherche Technologies et Valorisation Alimentaire, Faculté

des Sciences, Université Saint-Joseph de Beyrouth, Beirut, Lebanon
Abstract

The lignocellulosic structure of grape pomace requires the use of pretreatments facilitating
microbial decomposition of the matter and enhancing methane production. In this study, the
effects of various pretreatments (freezing, alkaline treatment using NaOH and NHs, acid
treatment using HCI, Ultrasounds and Pulsed Electric Field) were investigated in batch
digesters. The highest methane production (0.178 Nm3 kg of COD) was obtained after alkaline
treatment with 10% NaOH w/w dry basis, at 20 °C and for 24h. This result is due to the removal
of more than 50% of lignin and about 22% of cellulose present in GP. The coupling of this
pretreatment with freezing at -20 °C exhibited the highest methane production of 0.2194 +
0.0007 Nmikg?* of COD in batch mode. When applied on a largest scale using continuous
digesters, this coupled pretreatment was found to increase methane production by about 27%,
compared to the untreated samples. These findings highlight the positive impact of the

combined pretreatment on the green valorization of our biomass.
1. Introduction

Nowadays, the production of bioenergy from agricultural biomass has become a global concern.
Lignocellulosic residues are valuable raw materials for producing methane through Anaerobic
Digestion (AD), thus facilitating the transition to renewable green energy sources (Kumar and
Sharma, 2017; Monlau et al., 2013a). In fact, biomethane is a versatile energy source because
it can be used to produce heat, electricity combined with heat (cogeneration) or biofuel.
Compared to most liquid biofuels, biomethane showed much better performance in terms of
both agricultural land area efficiency and life cycle emissions (Borjesson and Mattiasson,
2008).
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The grape is one of the most cultivated plant crops in the world (FAOSTAT, 2014). According
to an estimation reported by the International Organization of Vine and Wine, its total
production amounted 75 million tons with 271 million hectoliters of wine in 2014 (O1V, 2015).
The European Union has participated in nearly 60% of world production with Italy, France and
Spain as the three main producer countries. The winemaking process generates large quantities
of solid waste, especially grape pomace (GP), its major by-product (62% of the generated
waste) (Schieber et al., 2001). We have shown previously that GP is a promising potential
source of methane, addressing consequently two issues: green energy production as well as

waste management and valorization (El Achkar et al., 2016).

The main challenge in the use of lignocellulosic crops, such as GP, for methane production, is
their structure and composition (Monlau et al., 2012b). The solid matter of GP is mainly
composed of cellulose, hemicelluloses and lignin. The quite low anaerobic biodegradability of
the GP is likely due to the high amount of lignin and cellulose in its dry matter. In fact, lignin
is the most resistant to microbial degradation and oxidation (Bayard et al., 2015; Xu et al.,
2014), whereas cellulose is usually degradable under anaerobic conditions in its pure form
(Carlsson et al., 2012). However, when combined with lignin, cellulose shows limited
accessibility to hydrolytic enzymes and anaerobic micro-organisms (Jimenez et al., 1990). On
another note, carbon in hemicellulose is easily available and thus readily degradable by
microorganisms (Mottet et al., 2010). Therefore, GP pretreatment before AD seems to be
necessary in order to alter the structural properties of lignin and cellulose, reducing the
complexity of lignocellulosic fractions. Accordingly, the development of innovative and low
cost pretreatments methods is required to facilitate the microbial decomposition of the matter,

to increase the GP degradation and hence the methane yield.

Different pretreatment methods have already been studied to facilitate the enzymatic hydrolysis
and consequent methane production from organic waste. To the best of our knowledge, there
are no studies evaluating the effects of different pretreatments on the methane production and
the chemical composition of GP. In this study, we have assessed the impact of selective
treatment methods on GP AD. These pretreatments, commonly used on a wide range of
lignocellulosic substrates, include freezing pretreatment, chemical pretreatments (acid and
alkaline) and physical pretreatments (ultrasounds and pulsed electric fields) (Carlsson et al.,
2012; Carrere et al., 2016; Kondusamy and Kalamdhad, 2014; Yadvika et al., 2004; Yang et
al., 2015). Biological pretreatments (using fungi and enzymes) are not considered in here,
mainly due to the high loss of carbohydrates, the long treatment time and their high cost
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(Sambusiti et al., 2012). Moreover, and despite their efficiency in solubilizing crops, thermal
pre-treatments were not investigated since they are very energy intensive, particularly when

compared to freezing process (Stabnikova et al., 2008).

For these reasons, the main objectives of this study consist in: (i) determining the effects of
various pretreatments (freezing, alkaline treatment using NaOH and NHs, acid treatment using
HCI, Ultrasounds (US) and Pulsed Electric Field (PEF)) on GP methane production in batch
digesters; (ii) investigating the impact of these pretreatments on the biodegradability of the main
lignocellulosic components; (iii) validating the most efficient pretreatment, in terms of GP

methane production, on a larger scale using continuous digesters.

2. Materials and Methods

2.1. Materials

The GP variety “Chenin blanc”, was obtained from a wine company (Domaine Des Acacias,
Layon, France). The grapes were carefully harvested at maturity during the 2015 vintage and
fresh samples of GP were collected immediately after the pressing operation and transported to
the laboratory. On arrival, stalks fragments were removed manually from the set of GP. The
raw material was stored at + 6 °C until utilization. An active inoculum was collected from the
digester of the waste-water treatment plant of Saint-Brieuc city in France, operating under
mesophilic conditions. The particulate matter (> 500 mm) was removed from the inoculum by
passing through sieve to ensure better homogeneity and to improve the reproducibility of the

experimental tests.

2.2. Analysis

Total Solids (TS) content were determined by dry weight in oven at 105 °C until constant
weight. Afterwards, Volatile Solids (VS) were determined in a muffle furnace after 4 hours at
550 °C. Total Chemical Oxygen Demand (COD) was measured using Merck COD
Spectroquant® test, range 500-10,000 mg-L?, and a spectrophotometer NOVA 60 (Merck,
Germany). For this last analysis, the GP was ground using a blender (Waring blender 8011EG,
Waring Commercial, USA). After 2 hours at 150 °C, it is considered that all organic matter is

oxidized with the hot sulfuric solution of potassium dichromate.
2.3. Van-Soest fractionation

The structural polysaccharides and lignin fractions were determined using the method of Van-
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Soest (Mertens, 2002; Van Soest et al., 1991). A detailed description of the protocol used was
provided in our previous paper (ElI Achkar et al., 2016). All reagents were provided by Merck
(Darmstadt, Germany) and all analytical determinations were performed in triplicate.

2.4. Pretreatments of GP

2.4.1. Freezing

Some of the fresh GP were disintegrated using a freezing/thawing technique. First set of GP
was frozen at -20 °C and the second at -80 °C, for 48h. Afterwards, samples were thawed for
24h at 6 °C.

2.4.2. Chemical treatments (NaOH, NHs and HCI)

The effects of chemical treatments on the methane production of GP were evaluated using
NaOH, NHs and HCI, separately. These pretreatments were carried out in 250 mL flasks, closed
with rubber septa. In each flask, GP samples are introduced with a total solid load of 50 g L™
(Monlau et al., 2013b). Experiments conditions were determined according to some literature
suggestions on agricultural substrates (Monlau et al., 2012a; Monlau et al., 2013b, Sambusiti et
al., 2012). Therefore, fresh GP samples were soaked in chemical agent concentration of 6% and
10% w/w dry basis. To ensure sufficient mixing, the flasks were continuously shacked at 150
rpm using an orbital shaker (IKA KS 260 basic, Labtek, Staufen, Germany). Chemical
treatments were carried out at ambient temperature (20 + 1 °C), for 24 h. At the end of the
treatment, the pretreated samples were neutralized with a concentrated HCI or NaOH solutions
to pH = 7.5 prior to BMP test.

2.4.3. PEF treatment

The treatment chamber consists of a plexiglass cylinder (6 cm of height) with two steel
electrodes (inner diameter of 6.5 cm). The electrodes were connected to the PEF system which
consists of a high voltage power supply (2.5 kV, 0.24 A) (SR2.5-P-600, Technix, France), a
pulse generator (TGP 110 — 10 MHz Pulse Generator — TTI Thurlby Thandar Instruments,
France) used to control the PEF treatment protocol by adjusting the pulse duration ti (10° — 10-
4s) and the frequency (24 — 240 Hz). To check the treatment protocol, an oscilloscope (OX
8022 — 20 MHz Differential, Metcix, France) has been used. The high voltage power supply
and the pulse generator were connected to a modulator (AHTPMZ2.5, Effitech, Pau, France)
which combines the generated high voltage with the pulse protocol to obtain the desired pulsed
electric field. The measurement of the electrical conductivity, before and after the treatment,
was conducted using an LCR meter (U1733C, Agilent, Les Ulis, France).
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The PEF treatment effect, resulting in tissue damages, was estimated from the disintegration
index (Z), based on the variation of the electrical conductivity before and after treatment
(Lebovka et al., 2002).
Z =0, —0;/0, — 0; Eq. 1

Where om is the measured electrical conductivity value after the pause duration (At) between
trains, oi and ce refer to the conductivities of the untreated (initial) and totally electroporated
sample, respectively. Eq. 1 gives Z = 0 for an intact sample and Z = 1 for a completely damaged
tissue; here, three levels of PEF treatment were determined: Zo, Zos and Zi.

The specific energy input W for each level of PEF treatment was calculated by summation of
power consumption for each train and divided by the mass m of the sample in the treatment

chamber:

Where U is the PEF applied voltage, I is the treatment’s current intensity. As I varied during
the treatment from a train to another, the specific energy for each train was obtained with the |
value calculating from the measured conductivity of the sample. An intensity of pulsed electric
fields of 3600 V cm™ was used. Rectangular monopolar trains (n = 240 pulses) with 50-10° s
pulse duration (ti) were applied and the number of trains (N) was 9 for Zosand 14 for Z:. PEF
treatment specific times (trer) were 0.36s and 1s, for Zos and Zi, respectively. To neglect the
thermal effects, the elevation of temperature was kept below 5 °C by adjusting a pause time At
(5 min) between the trains. Energy inputs were 41 kJ kg™ and 153 kJ kg, for Zos and Zs,
respectively.

2.4.4. Ultrasounds treatment

The disintegration by ultrasounds was performed with an ultrasonic processor (BPAC, Vern-
Sur-Seiche, France) with an operating frequency of 50 kHz and an effective power output of 60
W. The sonication bath, with a capacity of 2 L, has the internal dimensions of 15 cm length,
13.5 cm breadth and 10 cm height. The total internal body is made up of stainless steel. The
temperature of GP samples was controlled so as not to exceed 25 °C. The GP is put in 0.25 L

bottles, with a total solid load of 50 g L™, as mentioned previously.

To assess the degree of disintegration, the COD of GP supernatant was determined. The degree

of disintegration (DDcop) is calculated as the ratio between soluble COD increase due to
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sonication and the total COD (Braguglia et al., 2008):

CODso1, sonicated—CODsol, untreated
Z — DDCOD — sol, sonica i sol, untreate Eq. 3
CODsol, max CODsol, untreated

where CODsol, sonicated, CODsol, untreated, are soluble COD (mg L), of the sonicated and of the
untreated sample, respectively, and CODsol, max IS COD of the completely disintegrated sample.
From this equation, two different levels of disintegration of GP were determined. Zos
corresponds to half-disintegration of the GP by applying US treatment duration of 40 min. Z;

corresponds to maximum disintegration with a treatment duration of 70 min.

The specific US energy input Wys was calculated as follows:

PygXt
WUS = —USm us Eq 4

where Pus is the power of the US generator power equal (0.06 kJ s), m is the mass of GP +
water mixture (kg) and tus is the US treatment duration (s). In this study, energy inputs were
400 kJ kg tand 700 kJ kg, for Zosand Z1, respectively.

2.5. Automatic Methane Potential Test System (AMPTS)

The maximal methane production during AD experiments was determined using an Automatic
Methane Potential Test System (AMPTS, Bioprocess Control, Lund, Sweden). This system
measures the methane production of different samples over time. Fresh inoculum and substrate
were added to 500 mL incubation bottles at a COD inoculum to substrate ratio of 3:1 (EI Achkar
etal., 2016). Bottles were incubated at 37 °C until the methane production has stopped. All tests
and blanks were carried out in triplicate, and the net values of methane production and yield
were obtained by subtracting the endogenous production of the blank bottles. At the end of the
test, pH is measured to verify that biogas production stops due to the depletion of the
biodegradable COD and not the acidification of the medium. The biological methane potential
(BMP) was calculated from the volume of methane produced divided by the quantity of the
sample based on COD introduced. The biodegradability (%) was determined by dividing BMP
by the theoretical maximum methane yield (0.35 Nm? kg of COD) under standard conditions
of temperature and pressure (273 K and 101.5 kPa) (Buffiere et al., 2008).
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2.6. Kinetic study

The methane potential test can be used to estimate the overall hydrolysis constant k. In
descriptive terms, this reaction step is typically simplified and reduced to first-order kinetics

(Eastman and Ferguson, 1981).
BMP = BMPg x [1 — exp (—k - )] Eq. 5

where BMP is the cumulative methane yield, BMPg is the maximum methane yield of the
substrate, k (days™) is the apparent kinetic constant and t (days) is the time. The adjustment by
non-linear regression of the pairs of experimental data (BMP, t) using GraphPad Prism®
(GraphPad, San Diego, CA; USA) allows the calculation of the apparent kinetic constant k and
R?. Root Mean Square Prediction Error (RMSPE) was calculated as mentioned by (EI-Mashad,
2013) in order to validate the studied model. It represents the deviation between experimental
and estimated methane production. High values of the coefficient of determination (R? > 0.98
in all cases) and small RMSPE values (1% to 6% of the total methane production for each GP

variety) indicate that the first-order kinetics model describes and fits the data well.

2.7. Methane production in continuous mode

The system for measuring methane production in continuous mode consists of three main units.
The incubation unit is a thermostatic water bath (37 °C) which contains four digesters of 2 L
(Bioprocess Control, Lund, Sweden). Each digester is equipped with two sealable tubes; The
first for drawing off the digestate and the second for supplying the GP. Digesters are stirred
manually for one minute, twice a day, to ensure adequate mixing. The produced biogas passes
through a tube connecting the incubation unit to the CO> fixing unit (6 M NaOH solution).
Thus, the CH4 released from this unit is measured with a gas meter (Type MGC-1 PMMA,
Ritter, Germany) with a measurement range between 1 mL htto1 L h?,

Feeding and draining operations were carried out daily using a hydraulic retention time (HRT)
of 20 days and an organic loading rate of 3.7 kg COD m™ day™. Therefore, using a plastic
syringe, 100 mL of the digestate were taken and a similar volume of GP was introduced into
the digesters. The measurements of the alkalinity and the total volatile acidity (TVA) were
carried out as described in another paper (ElI Achkar et al., 2016). Digesters operated 70 days
(3.5 the HRT duration) to record stability in methane production and physicochemical

parameters.

GP was grinded by means of a blender (Waring blender 8011EG, Waring Commercial, USA)
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in a total volume of 0.8 L for 10 minutes and with a speed of 22,000 rpm. The particle size
distribution was determined by laser light scattering (Mastersizer 2000, Malvern Instruments,
UK). The particle size distribution is calculated as volume based in terms of equivalent spheres
(range 0.02 — 2000 pum).

2.8. Statistical analysis of experimental data

Significant statistical differences between means at 0.01% and 0.05% levels were determined
according to Tukey's test. Statistical tests were conducted using SPSS (SPSS software, V20,
SPSS Inc., Chicago, USA).

3. Results and discussion

3.1. Impact of pretreatments on methane production

GP variety “Chenin Blanc” has a TS content of 454 + 14 g kg%, a VS content of 350 + 10 g kg™
and COD of 610 + 20 g O, kgX. The inoculum used had a pH value of 7.5, a TS content of
56 + 3 g kg?, a VS content of 35 + 4 g kgt and COD of 52.0 + 0.1 g Oz kg™*. For all samples,
the cumulative production of methane increases exponentially during the initial phase until day
8 to 10 after the starting of the experiments, due to components that are easily hydrolysable by
microorganisms. A plateau is then obtained indicating a depletion of biodegradable matter. The
cumulative methane yield of the untreated GP at the end of test were 0.1305 + 0.0035 Nm® kg
of COD.

EL ACHKAR 2017 169

Méthanisation de marc de raisin. Caractérisation et optimisation du procédé et des prétraitements Jean El Achkar 2017



Chapitre 6 — Influence de divers prétraitements

Table 1: Methane production (BMP), hydrolysis kinetics constant (k) and anaerobic
biodegradability (BD) for selected conditions of raw and pretreated GP. Values corresponds to
mean + standard deviation of measurement performed in triplicate.

Conditions BMPo R2 RMSPE Increase k Increase BD
(Nm? CHa kg (Nm®)  BMP;  (d9) k (%) (%)
CoDY) (%)
Untreated GP 0.1305 + 0.0035 0.9925 0.0035 - 0.2798 + 0.0011 - 37
Freezingat-80°C 0.1508 + 0.0007 0.9980 0.0004 + 16** 0.2858 +0.0029 +2 43
Freezingat-20°C 0.1696 + 0.0003 0.9976 0.0005 + 30** 0.3051 +£0.0070 +9 48
6% NaOH 0.1571 £ 0.0005 0.9992 0.0018 + 20*%* 0.3928 +£ 0.0060  + 40** 45
10% NaOH 0.1780 = 0.0004 0.9988 0.0021 + 36** 0.4793+0.0091 +71** 51
6% NH3 0.1295 + 0.0005 0.9932 0.0064 0 0.3099 +0.0121 +11 37
10% NH3 0.1304 £+ 0.0007 0.9902 0.0068 0 0.3107 £0.0106 +11 37
6% HCI 0.1352 £ 0.0003 0.9977 0.0044 + 4* 0.3597 £ 0.0058  + 29** 39
10% HCI 0.1375 = 0.0003 0.9977 0.0048 + 5* 0.3620 £ 0.0085  + 29** 39
US Zos 0.1312 + 0.0006 0.9929 0.0054 +1 0.3497 £ 0.0131  + 25** 37
UsS Z:1 0.1486 + 0.0003 0.9975 0.0052 + 10** 0.3773 £0.0181  + 35** 43
PEF Zos 0.1315 + 0.0015 0.9886 0.0082 +1 0.3062 +0.0215 +9 38
PEF Z1 0.1356 + 0.0020 0.9857 0.0086 + 4* 0.3192 £ 0.0221 + 14* 39
Freezing at - 0.2060 + 0.0009 0.9988 0.0021 + 58** 0.3055+0.0068 +9 59
20°C + 6%
NaOH
Freezing at - 0.2194 + 0.0007 0.9966 0.0019 + 68** 0.3110+0.0058 +11 63

20 °C + 10%
NaOH

* The increase is significant at value 0.05

** The increase is significant at value 0.01

3.1.1. Freezing

First, we conducted AD on GP, frozen at -80 °C and -20 °C, recording at the end of the test
cumulative methane yields of 0.1508 + 0.0007 and 0.1696 + 0.0003 Nmikg® of COD,
respectively (Figure 1). Significant increases in the BMPo of 16% and 30% were observed in

comparison to the raw samples. By against, no significant increases in first-order kinetics were

noted (Table 1). These results demonstrate that freezing at -20 °C is more effective than freezing

at -80 °C in improving the methane production of GP. This increase can be explained by the

impact of the freezing rate on the cells and their organoleptic consequences (Diller, 1975; Rabin

et al., 1996; Thomashow, 1998). In fact, during slow freezing (at -20 °C), deterioration caused
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by ice can be explained by the rigidity and the large size of crystals which generate mechanical
pressure damaging the cellular structure. In addition, slow freezing leads to the dehydration of
the cells via osmosis, which results in a weakening of the cellular tissue and a loss of its
turgidity. However, the rapid freezing kinetics (at - 80 °C) create a multitude of small crystals
in the cell, without denaturation of cellular structures. Moreover, rapid freezing process enables
also a significant reduction in dehydration compared to slow freezing. As a result, GP frozen at
-20°C became more damaged than that frozen at -80 °C which led to an increase in its

biodegradability and methane production.
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Figure 1: Cumulative methane production of the GP after freezing pretreatment.
Lines correspond to a first-order model and bars represent the average standard deviation of
the experimental data.

3.1.2. Alkaline treatment with NaOH

Alkaline treatment of GP with NaOH has recorded the highest methane production compared
to all pretreatments. Cumulative methane yields at the end of test were 0.1571 + 0.0005 and
0.1780 + 0.0004 Nm?® kg* of COD for GP treated with 6% NaOH and 10% NaOH, respectively
(Figure 2). Significant increases in the BMPgo of 20% and 36% were therefore highlighted in
comparison with untreated samples. In addition, higher hydrolysis kinetics were recorded for
the treatment with 6% and 10% NaOH, corresponding to 40% and 71% increase, respectively

(Table 1). In fact, the effect of the alkaline treatment using NaOH on methane production was
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evaluated in numerous studies. The treatment of rice straw with 1% NaOH, for 3 hours at 20 °C,
improved methane production by 34% (Shetty et al., 2017). Similar augmentations were
registered for various vegetal biomasses treated with 5 to 8% NaOH, for different time
durations; we mention mainly corn stover, wheat plants and asparagus stems (Chen et al., 2014;
Taherdanak and Zilouei, 2014; Zhu et al., 2010). A particular higher increase in BMPo by almost
94% was observed for poplar processing residues treated with 8% NaOH, for 4 days at 20 °C
(Yaoetal., 2013).
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Figure 2: Cumulative methane production of the GP after alkaline pretreatment using NaOH.
Lines correspond to a first-order model and bars represent the average standard deviation of
the experimental data.

3.1.3. Alkaline treatment with NH3

Alkaline treatment of GP with NH3 did not affect the methane production yields in comparison
with the raw GP. The cumulative methane yields at the end of test were 0.1295 + 0.0005 and
0.1304 + 0.0007 Nm®kg™ of COD for GP treated with 6% NH3 and 10% NHs, respectively
(Table 1). Furthermore, no significant increases in first-order kinetics were observed. It should
be noted that the AD process was not inhibited which therefore proves that the presence of
ammonia was not a barrier to the degradation of GP by anaerobic microorganisms. Similar
results were obtained after alkaline treatment of wheat straw with NHzs; they showed that
methane production was not significantly affected (Nordmann, 2013).
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3.1.4. Acid pretreatment with HCI

Regarding the acid pretreatment using HCI, the cumulative methane yields at the end of test
were 0.1352 + 0.0003 and 0.1375 + 0.0003 Nm®kg* of COD for GP treated with 6% HCI and
10% HCI, respectively. BMPo showed a significant increase of 4% and 5%, respectively, in
comparison with the raw GP, as where the hydrolysis constant increased by 29% (Table 1).
Such positive impact was also observed in many studies evaluating the effect of HCIl on AD of
many lignocellulosic substrates, such as sugarcane bagasse and coconut fibers (Kivaisi and
Eliapenda, 1994). On the other hand, treatment of maize plants with 2% HCI, for 24 hours at
20 °C did not show any effects on methane production which remained constant (Pakarinen et
al., 2011).

3.1.5. Pulsed electric fields (PEF) pretreatment

The effects of PEF pretreatments on the AD of GP were also investigated. The Z; level of PEF
(W =153 kJ kg?) increases the cumulative methane yield and the hydrolysis constant by 4%
and 14%, respectively (Table 1). This technology has been particularly used as a pretreatment
upstream of AD carried out on sludge (Carlsson et al., 2012; Kopplow et al., 2004). For
example, PEF applied to different waste activated sludge with higher energy inputs led to very

high increases in biogas production (Lee and Rittmann, 2011; Salerno et al., 2009).
3.1.6. Ultrasounds pretreatment

The Z; level sonication of GP (W =700 kJ kg!) generated an increase of 10 and 35% in the
corresponding BMPoand hydrolysis constant (Figure 3 and Table 1). Usually, Ultrasounds with
low frequencies are mainly coupled to AD of sewage sludge (Moletta, 2015; Pérez-Elviraet al.,
2009). Recently, several research teams have studied ultrasounds effects on solid waste AD.
For example, the sonication of maize straw and dairy manure in codigestion, using an energy
of 285 kJ kg of TS, has increased biogas production by about 70% (Zou et al., 2016).
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Figure 3: Cumulative methane production of the GP after US treatment. Lines correspond to a
first-order model and bars represent the average standard deviation of the experimental data.

3.1.7. Alkaline pretreatment using NaOH combined with freezing at -20 °C

Altogether, our previous findings demonstrate that freezing treatment at -20 °C and alkaline
treatment using 10% NaOH led, separately, to maximal increase in BMPo. In order to maximize
methane production from GP, we assessed the effects of the combination of these two
pretreatments. Figure 4 illustrates the cumulative methane yields at the end of test for the GP
frozen at -20 °C and treated with 6% NaOH and 10% NaOH, respectively. These combinations
promoted the highest increase in BMPo (58% and 68%) among all pretreated samples (Table
1). A maximum GP biodegradability of 63% was reached for GP frozen at -20 °C and treated
with 10% NaOH,; listing this combination of pretreatments on the top of our selected ones.
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Figure 4: Cumulative methane production of the GP after freezing at -20 °C and alkaline
treatment with 10% NaOH. Lines correspond to a first-order model and bars represent the
average standard deviation of the experimental data.

3.2. Impact of selected pretreatment conditions on GP composition

After selecting conditions exhibiting the highest improvement in methane production for each
pretreatment (freezing at -20°C, 10% NaOH, 10% NHs, 10% HCI, PEF Z;, US Z; and
10%NaOH + freezing at -20 °C), we proceeded to analyze the composition of raw GP and

treated samples, using Van-Soest fractionation method.

Figure 5 indicates that lignin, cellulose and hemicellulose are the three main components of
lignocellulosic biomass representing about 49.5% of the VS in raw GP. In addition, we
demonstrate that an increase in soluble matter, resulting from the removal of hemicellulose,
cellulose and lignin, is positively correlated with an improvement of GP methane yield
(R?=0.81); our findings being consistent with previous studies (Carrére et al., 2008; Jackowiak
etal., 2011). Moreover, another significant positive correlation was found between the increase
in soluble matter and hydrolysis kinetic constants (R = 0.94); the higher the soluble matter, the
higher the kinetic constants. These results support another study evaluating the effects of seven
types of thermo-chemical pretreatments on the AD of sunflower stalks, highlighting important
correlation between the sum of solubilized proteins, hemicellulose, cellulose and lignin and the
hydrolysis kinetic constants (R? = 0.91) (Monlau et al., 2012a).
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Figure 5: Van-Soest fractionation of the raw GP and the treated GP after selected pretreatment
conditions (freezing at -20 °C, 10% NaOH, 10% NHjs, 10% HCI, PEF Z;, US Z; and
10% NaOH + freezing at -20 °C), based on VS.

Freezing of the GP at -20 °C did not alter its lignocellulosic composition (Figure 6). However,
it enhanced as previously mentioned, its methane production by almost 30% (Table 1). In fact,
it has been shown that high cell disintegration can be achieved during freezing at low
temperature without changing the chemical composition of the cell matrix (Thomashow, 1998;
Webb et al., 1996). Moreover, grape freezing is usually used to promote the release of phenolic
compounds from the skins. It causes the burst of the cells, breaking their membranes and thus
releasing preferentially water-soluble compounds (Gil-Mufioz et al., 2009; Heredia et al., 2010).
Therefore, the increase in methane production is directly linked to the release of the soluble
compounds while lignocellulosic fractions remain intact (Jackowiak et al., 2011). For these
reasons, freezing of food waste is considered essential to facilitate the hydrolytic process in
anaerobic digesters ensuring faster supply of nutrients to microorganisms (Stabnikova et al.,
2008).

In our study, alkaline treatment with 10% NaOH was the only treatment that altered the three
components of the lignocellulosic biomass, justifying the highest enhancement in methane
production. Significant reduction yields of 27.9%, 22.3% and 52.3% were obtained, for
hemicellulose, cellulose and lignin, respectively (Figure 6). In fact, Sodium Hydroxide

pretreatment of lignocellulosic biomass has been shown to modify lignin structure, increasing
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the enzymatic accessibility to cellulose and hemicellulose fractions (Cheng et al., 2010; Sills
and Gossett, 2011; Taherzadeh and Karimi, 2008). Herein, hemicellulose content decreased
more than that of cellulose whereas lignin removal rate was much higher than both; this is in
accordance with another study evaluating the effect of NaOH treatment on methane production
from rice straw (Zhang et al., 2015). Hemicellulose having a molecular weight lower than that
of cellulose is therefore easily degradable by the anaerobic microorganisms. Its solubilization
is also explained by the disruption and the break-down of hydrogen bonds by the alkaline
solution (Hendriks and Zeeman, 2009). The lignin removal is due to the saponification of
intramolecular ester bonds which crosslink hemicellulose and lignin (He et al., 2008;
Pavlostathis and Gossett, 1985). It was reported in 2010 that lignin degradation rate increased
from 9% to 46% when corn stover was subjected to alkaline pretreatment at ambient
temperature while the NaOH loading rate increased from 1.0% to 7.5% (Zhu et al., 2010).
Regarding cellulose, it has shown in an alkaline medium the lowest removal rate between all
three components; its native structure can be converted then to a more compact form,

significantly limiting its reduction yield ( He et al., 2008 ; Chen et al. , 2014).

Alkaline treatment using NHs showed no effects on the degradability of the fibers (Figure 6).
In fact, NH3 is considered to be a weak base because it does not completely dissociate into NH4*
and OH" ions limiting its impact on the lignocellulosic matrix. Our results are consistent with
those found in a previous study indicating no effects of NHz on methane yield and fibers
biodegradability (Nordmann, 2013).

On another note, acid treatment using 10% HCI was only effective in removing hemicellulose
displaying the highest reduction yield (79.4%) (Figure 6). Generally, these pretreatments are
known to improve degradation of xylans which are the main components of hemicellulose
(Nizami et al., 2009). These findings are supported by microscope observations of
hemicellulose structural modifications caused by acid pretreatment on sunflower oil cake
(Monlau et al., 2013b). Despite the high hemicellulose reduction in GP, our study registered a
limited increase in methane production (+ 5%). This may be justified by the fact that the initial
hemicellulose content in raw GP is low (around 7%, based on VS) (Figure 5) and that lignin
and cellulose accounting for almost 43% of the GP based on VS, are not affected by acidic

conditions (Figures 6 and 7).

Otherwise, PEF treatment did not affect the chemical composition of GP (Figure 6). Actually,
it has been shown that the electroporation phenomena induced by PEF leads to a drastic increase

in permeability, due to the appearance of pores in cell membranes releasing some components
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to the extracellular medium (Ben Ammar et al., 2011; Lebovka et al., 2001). For that reason,
PEF has been widely used for the extraction of various compounds from GP without modifying
the chemical composition of the treated samples (El Darra et al., 2016; Rajha et al., 2015).
During AD process, pores created by PEF will facilitate the access to intracellular components
which become more amenable to enzymatic hydrolysis. This can explain the obtained 4%

improvement of GP methane production.

After sonication of GP, significant reduction yields of 13.2% and 6.3% were obtained, for
hemicellulose and lignin, respectively (Figure 6). In fact, US pretreatment at low frequency
disrupts mechanically the cell structure and matrix leading to particle size reduction (Chu et al.,
2002; Elliott and Mahmood, 2007). Sonication creates small cavitation bubbles; hydrolyzing
hemicellulose fractions into simpler reducing sugars readily biodegradable by microorganisms
(Kumar and Sharma, 2017). As for lignin, our finding is consistent with another one showing
that sonication of wheat straw increased delignification by a maximum of 8% compared to
untreated samples (Sun and Tomkinson, 2002).

To end with the coupled treatment using 10% NaOH and freezing at -20 °C, the later did not
improve fibers reduction yields compared to 10% NaOH alone (Figure 6). These results are
expected since freezing does not specifically modify the fiber content; however, it leads to high
cell deterioration, thus facilitating the degradation of the matter when in contact with hydrolytic

microorganisms.
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Figure 6: Fibers reduction yield (%) after selected pretreatment conditions.

3.3. Effect of alkaline treatment on methane production in continuous
digesters

Today, increasing gas production remains one of the main targets when converting biomass to
methane. Altogether, our results highlight the positive impact of coupling alkaline treatment
using 10% NaOH and freezing at -20 °C on GP AD. Accordingly, experiments conducted in
batch mode have to be validated in a scaled-up process using continuous digesters, aiming
agricultural industries and wineries.

In continuous mode, the particle size of GP should not be too large, otherwise it would cause
clogging of the digesters, mainly due to seeds presence. Additionally, we confirmed previously
the positive effect of grinding on the anaerobic biodegradability of GP (EIl Achkar et al., 2016).
For that, two sets of GP were prepared; the first represents the grinded GP without alkaline
treatment and the second corresponds to the grinded GP treated with 10% NaOH. Following
the alkaline pretreatment, the samples were ground to reach a particle size range between
0.04 um and 1000 um with a clear bimodal distribution centered on 25 um and 500 pum, as
evaluated using laser diffraction analysis (Mastersizer 2000, Malvern Instruments, United
Kingdom). Homogeneous samples of each set were frozen at -20 °C until use. Prior to the
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continuous experiments, the effect of grinding was evaluated in batch mode and results showed
that the cumulative methane yields were 0,208 Nm3 kg™ and 0,260 Nm3kg* of COD (data not
shown), for the first and the second set of GP, respectively. Regarding the experiments in
continuous mode, two digesters (1 and 2) were fed with the first set of GP and the two others

(3 and 4) with the second.

For digesters (1) and (2) containing untreated GP, the mean pH of the medium decreased from
7.4 to 7.0 without any adjustment throughout the study. According to figure 7 (A), Alkalinity
decreased from 3.9 to 2.8 g eq. CaCO; L and Total Volatile Acidity (TVA) increased from
0.12t0 0.29 g eq. CH3sCOOH L%, by the end of experiments. We note that, for a successful AD
process, the alkalinity should be maintained above 2 g CaCOs L to avoid drastic drops in pH
and TVA, must be less than 2 g eq. CH3COOH L™ to prevent methanogenic bacteria inhibition
(Yadvika et al., 2004). Moreover, another criteria for confirming the digester stability is the
TVA/alkalinity ratio; in our study, it increased from 0.03 to 0.1. This ratio affirms our digesters
stability, with the reported normal ratio being less than 0.4 (Callaghan et al., 2002). Finally, the

average methane production was stabilized at 1.37 £ 0.01 NL (Figure 8).
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Figure 7: Evolution of alkalinity and TVA/alkalinity ratio during the acclimation period of the
reactor. The values represent the means observed in the digesters containing untreated GP (A)
and the digesters containing GP treated with 109 NaOH (B).

For digesters (3) and (4) containing GP treated with 10% NaOH, a pH value of about 7.4 + 0.05
was recorded throughout the experiments. Alkalinity decreased from 3.9 to a stabilized value
of 3.5 geq. CaCO3z L and TVA increased from 0.12 to 0.23 g eq. CH3COOH L1, at the end
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of the experiments (Figure 7, B). The corresponding TVA/alkalinity ratio increased from 0.03
to 0.07, indicating system stability. The mean methane production was stabilized at 1.75
+ 0.01 NL (Figure 8); we conclude that alkaline treatment increases GP methane production by

about 27%, in comparison to the untreated samples.
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Figure 8: Daily methane production during the operating period of the digesters (1, 2, 3 and 4).

In order to proceed to a technical evaluation of the digester, the efficiency of the methane
production of GP was determined by comparing the batch and continuous modes. Before and
after the use of coupled pretreatment, methane production in the continuous digesters
represents, in both cases, about 85% of that obtained with the batch system. In general, across
anaerobic digesters operating with vegetable crops, it is possible to reach 70-90% of the
methane potential in batch (Kafle and Kim, 2013; Zhang et al., 2013). Here in, the obtained

yields stand for the success of our study on a large-scale test.
4. Conclusions

Among all tested pretreatments, alkaline treatment with NaOH is the most effective to improve
GP hydrolysis rate and methane production by highly altering its lignocellulosic structure. Its
combination with freezing treatment results in an increase in methane production of about 68%

in batch mode, compared to the raw samples. Furthermore, the selected pretreatment conditions
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were validated on a larger scale, using continuous digesters.

In conclusion, to the best of our knowledge, this is the first study investigating the influence of
various pretreatments on GP methane potential and structural features. Although, some
pretreatment conditions have been successful to some extent, the development of coupled
pretreatments seems to be necessary to maximize the obtained effects, in a cost-effective and
environmentally friendly manner. Finally, it will be advantageous to extend such pretreatments
to other lignocellulosic crops with different chemical composition, contributing thus to green

energy applications.
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VII. Chapitre VII : Transfert technologique

Mise en place d’une premiere unité de méthanisation au sein de la Faculté des

Sciences de I’Université Saint Joseph de Beyrouth

La valorisation au Liban de coproduits industriels ne peut se compléter sans un transfert
technologique d’expertise au sein de la communauté. C’est I’essence d’une stratégie établie au
sein de la faculté des sciences qui collabore depuis des années avec des industriels libanais.
Dans le cadre de cette thése, nous avons ainsi cherché a implémenter une premiére unité de
méthanisation au sein de la faculté. Nous avons mis en place, dans un premier temps, un modele

de digesteurs fonctionnant en mode batch au sein de notre laboratoire (Figure 1).

Figure VII. 1 : Unité de méthanisation en mode batch montée au sein de la faculté des sciences de
I’Université Saint Joseph de Beyrouth

Ce procédé de digestion anaérobie comprend trois unités principales. L’unité d’incubation
consiste en un bain marie thermostaté (37 °C) qui contient des digesteurs de 500 mL
hermétiquement fermés. Chaque digesteur est agité manuellement deux fois par jour, pendant
une minute, afin d’assurer un mélange suffisant. Le biogaz produit passe par un tube reliant
I’unité d’incubation a I’unité de fixation du COg. Cette derniere est constituée de bouteilles
contenant une solution alcaline fixant le CO2 (80 mL de NaOH a 240 g-L?) et de la
thymolphthaléine comme indicateur coloré de pH. La troisieme unité permet la mesure du

volume de CHjs alors libéré, par déplacement de I’eau a I’intérieur des éprouvettes graduées.
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Ensuite, nous avons cherché a valider ce modele en évaluant le potentiel méthane sur du marc
de raisin de cépage « Cabernet Franc », vendange 2014, en provenance de la région de Layon
en France et qui a eté précédemment étudié dans ce projet (voir chapitre 4). De plus, nous avons
collaboré avec Chateau Kefraya qui nous a fourni un mélange de cépages libanais récuperés
pendant la vendange 2016. Concernant I’inoculum, nous avons utilisé de la bouse de vache
fraiche, récupérée d’une ferme locale située a Bikfaya au Liban. Celle-ci a été tamisée avec un
tamis de 500 um afin d’éliminer les grandes particules et d’assurer une meilleure homogénéite.
Ensuite, elle a été diluée avec de I’eau, et rajoutée dans les digesteurs selon un rapport (g MS
inoculum / g MS substrat) de 3/1. Le pH initial dans les digesteurs était de 7,8. Tous les tests

ont été réalisés en quadruplet, sans broyage des substrats (Figure 2).

Figure VII. 2 : Dégagement des bulles de gaz a I’intérieur des digesteurs durant la digestion anaérobie
du marc de raisin

La valeur nette de production de méthane est obtenue en soustrayant la production endogéne
des bouteilles contenant 1’inoculum seul. Les valeurs de pH mesurées dans les digesteurs, a la
fin des expérimentations, ont été supérieures a 7,5 ce qui prouve que l'arrét de la production de
méthane est di a I’épuisement de la biomasse et non pas a l'acidification du milieu. Les
productions cumulées de méthane des substrats sont présentées dans la figure 3. Apreés 30 jours,
on obtient une production maximale de 0,154 Nm3 CH4 kg MS™? pour le Cabernet Franc et
0,134 Nm?® CH4 kg MS™ pour le mélange des cépages libanais, respectivement. Soulignons que
les productions de méthane du cépage Cabernet Franc, ont été déterminées en France par
I’AMPTS-II et ont affiché des valeurs maximales de 0,169 Nm® CH4 kg MS™ (Chapitre 4).
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Cette faible différence de 9% entre les valeurs enregistrées permet la validation de notre unité

en mode batch.
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Figure VII. 3 : Production cumulée de méthane normalisée a la masse de matiéres séches injectée en
fonction du temps. Les courbes correspondent & un modele du premier ordre. Les barres représentent
I'écart-type moyen des échantillons.

Enfin, ce modéle a été reconnu par le ministére de 1’industrie au Liban, et a remporté le prix du
fonds LIRA (Lebanese Industrial Research Achievement) en avril 2017, qui valorise les bonnes
initiatives des jeunes chercheurs libanais, a I’interface académique/industrielle, pour une

société libanaise innovante.

Ce premier modele de méthaniseur initie le travail sur le terrain a la faculté des sciences. Nous
souhaitons ultérieurement accroitre cette unité en optimisant davantage les digesteurs en mode
batch. Plusieurs améliorations sont a introduire, particuliérement des instruments accessoires
de détection ou de mesure de méthane. D’ailleurs, nous travaillerons surtout a mettre en place
des digesteurs en mode continu, qui porteraient cet espace de travail a I’échelle industrielle et

renforceraient nos partenariats ainsi que les secteurs agricoles et industriels Libanais.
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VIII.Chapitre VIII : Conclusions genérales et perspectives

La production de méthane par digestion anaérobie se présente comme une approche
prometteuse et puissante pour la valorisation durable des ressources organiques naturelles,
envisageant ainsi un avenir bioéconomique. Le secteur viti-vinicole étant 1’une des activités
agroalimentaires majeures, en France et au Liban, ce travail de thése s’est concentré sur la
valorisation des sous-produits issus de ce secteur, en particulier, du marc de raisin par digestion
anaérobie afin de générer de 1’énergie dite verte sous forme de méthane. En raison de leur
dégradation rapide, notamment dans les pays sous climats méditerranéens comme le Liban et
une partie de la France, les déchets issus de la viniculture souvent mis en décharges représentent
une menace pour 1’environnement et donc pour la santé humaine. Ce travail de recherche
répondrait ainsi a divers besoins incontournables : leur traitement, leur réutilisation appropriée
et la création d'une approche sociétale saine contribuant de maniere significative a une chaine

durable du point de vue environnemental et économique.

Dans un premier temps, une étude a été menée afin de mettre en évidence le potentiel du marc
de raisin comme source d'énergie verte. Les résultats obtenus avec le test BMP ont fourni des
informations inédites et détaillées sur les productions maximales de méthane a partir du marc
entier, des pulpes et des pépins, seéparément. Pour valider ces résultats a 1’échelle d’un pilote de
12 Litres de volume utile, fonctionnant en mode continu avec un temps de séjour de 30 jours,
un débit de biogaz de 6,43 NL j* a été obtenu aprés stabilisation avec une teneur en méthane
de 62,3 %. Les parametres physicochimiques de suivi enregistrés ont témoigné du bon
déroulement du processus. En outre, le potentiel méthane en continu comparé a celui réalisé en
batch, a montré un rendement du pilote de 81% authentifiant la faisabilité du processus et
confirmant le succes de notre étude pour une gestion appropriée et une exploitation énergétique

de ce coproduit cenologique.

Comme I’activité vinicole au Liban est majoritairement répandue dans la plaine de la Bekaa,
des essais d’acclimatation du digesteur de 37 °C a la température moyenne de la vallée de la
Bekaa (25 °C) ont été exécutés en vue de simuler et adapter le systéme au milieu libanais. Nous
avons réussi a construire un modele d’évolution de la production de méthane en fonction de la
température de fonctionnement et du temps de digestion. Les constantes des vitesses
d'hydrolyse de premier ordre ont suivi la loi d'Arrhenius avec une énergie d'activation moyenne
de 40 kJ mol™. Il est intéressant de souligner que cette valeur d’énergie s’insére dans la gamme

basse des énergies trouvees dans la littérature pour différents substrats, attestant le potentiel
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concurrentiel du marc de raisin, en tant que source d’énergie verte, par rapport aux autres types

de déchets.

Un autre aspect pionnier de ce projet a consisté a étudier I’influence des paramétres bio-
physico-chimiques sur la production de méthane d’une large gamme de marcs de raisins
industriels provenant de différentes exploitations et de différents cépages. L’analyse en
composantes principales a dévoilé qu’une corrélation positive existe entre la production de
méthane d’une part et les constantes cinétiques de premier ordre, les taux d’hémicelluloses et
de fractions solubles d’autre part. Au contraire, une corrélation négative a été trouvee entre le
potentiel méthane et les teneurs en lignine et en cellulose. Il convient de noter également
qu’aucune corrélation significative ne semble pouvoir s’établir entre le potentiel méthanogéne
et les polyphénols totaux ; ces derniers reconnus comme des inhibiteurs de croissance
bactérienne. Pour 1’ensemble des résultats obtenus, nous constatons qu’il serait pertinent de
réduire la complexité et la récalcitrance des fractions lignocellulosiques, afin d’intensifier la

conversion en méthane.

Notre étude vise promouvoir la digestion anaérobie a I’interface académique/industrielle ; nous
avons donc procédé a 1I’optimisation du dimensionnement et du fonctionnement des digesteurs
anaérobies en mode continu. Nos résultats démontrent qu’un temps de séjour inférieur a 30
jours est suffisant pour une digestion efficace du marc de raisin. Nous avons délimité une zone
optimale pour une conduite fondamentale et non critique des digesteurs traitant du marc de
raisin, avec une charge appliquée de 3,7 kg DCO m j et 20 jours de temps de séjour. Un
temps de s€jour de 15 jours semble étre critique en raison de I’instabilité rencontrée dans le
systeme, et celui de 10 jours provoque une panne irréversible du procédé di au lessivage

bactérien.

Enfin, dans le but d’améliorer 1’étape d’hydrolyse et par la suite la production de méthane de
notre matiére premiére, nous avons évalué les effets d’un ensemble de prétraitements chimiques
et mécaniques sur la digestion anaérobie (congélation, traitement alcalin, traitement acide,
ultrasons et champs électriques pulsés). Le traitement alcalin avec 10% NaOH m/m MSmarc a
été le plus efficace quant a I’augmentation de la production de méethane (+36%). Il est également
le seul a altérer les principaux composants de la biomasse lignocellulosique avec des taux de
réduction de 27,9%, 22,3% et 52,3% pour I'némicellulose, la cellulose et la lignine,
respectivement. Le couplage de ce traitement avec la congélation & -20 °C s’annonce le meilleur

procédé d’intensification, améliorant la production de méthane de 68%. Ces résultats ont été
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validés dans un processus a plus grande échelle dans des digesteurs en mode continu.

Dans I’ensemble, ce projet de recherche s’inscrit dans une dynamique de développement
durable, impliquant secteurs priveés et publique. Les résultats obtenus confirment I’intérét de la
valorisation verte des marcs de raisins par méthanisation. Cette approche scientifique pourrait
ainsi étre intégrée dans le cadre d’une stratégie nationale de gestion et valorisation

matiere/énergie des déchets.

Ce travail de thése inspire de nouvelles pistes de recherche prometteuses.

A part les optimisations des temps de séjour qui permettent de réduire la taille des installations,
de minimiser les investissements ou de maximiser la quantité des intrants en fonction d’un
dimensionnement persistant, une deuxieme voie pour augmenter la production de méthane
résiderait dans la codigestion. C’est une voie captivante pour le traitement de déchets
fermentescibles produits a I’échelle d’un territoire. Par conséquent, il serait intéressant
d’inventorier et de caractériser les principaux déchets produits dans la zone périphérique du site
de méthanisation des marcs de raisins. Leur couplage a des déchets organiques de collectivités
ou des coproduits agricoles pourrait augmenter les performances des digesteurs en améliorant
le bilan économique du processus. Cependant, les aspects géographiques liés aux circuits de
collecte, au positionnement de ’installation et au transport sont a prendre en compte dans

I’étude des impacts environnementaux, économiques et sociaux liés a la codigestion.

De plus, les fractions solides des digestats récupérés a la fin du processus présentent des
caractéristiques voisines a des composts maturés et constituent des amendements organiques
intéressants pour une valorisation agronomique. Néanmoins, le digestat doit faire
antérieurement 1’objet d’un traitement spécifique comprenant a titre d’exemple une séparation
de phases, une étape de séchage ou un compostage. Il serait également important de caractériser
le digestat, le taux de matieres seches, I’humidité, le taux d’azote total et ammoniacal, la teneur

en carbone, le rapport C/N, les taux de potassium total et de phosphore total.

Bien que certaines conditions de prétraitements s’averent étre adéquates, le développement de
nouveaux prétraitements tels que les prétraitements fongiques et d’autres couplés s’exige afin
d’optimiser les effets obtenus, d’'une maniére lucrative mais notamment respectueuse de
I'environnement. Une étude développée permettrait donc de mieux évaluer les dépenses

énergétiques liées a ces traitements, d’effectuer un bilan énergétique précis et d’envisager aussi
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une analyse de cycle de vie (ACV).

Afin d’éviter les risques d’accumulation d’AGV, rencontrés lors d’un fonctionnement sous de
faibles temps de séjour, nous proposons d’utiliser un digesteur a deux étapes. Dans le premier
réacteur, on réalise une hydrolyse et une acidogenese du marc de raisin, ce qui liquéfie la
matiere organique solide et la transforme en AGV, et dans le second on aura la méthanisation

de la fraction liquide. C’est une piste inexploitée qui reste a découvrir.

D’autre part, les polyphénols ne porteraient pas d’effets inhibiteurs sur la méthanisation du
marc de raisin, il serait donc pertinent de conduire des tests BMP sur des marcs, dont on a déja
extrait les composes phénoliques, et de comparer les résultats avec ceux obtenus avec les marcs
entiers. Cette approche revét un double intérét : I’extraction et la valorisation des polyphénols

comme molécules bioactives et la production d’énergie de la biomasse restante.

En vue d’offrir aux acteurs d’intérét un modeéle de fonctionnement optimisé, nous visons
profiter des cinétiques de production de méthane en réacteur discontinu et de la distribution
expérimentale des temps de séjour dans le réacteur continu pour prédire les volumes de méthane
attendus lors d’un fonctionnement a grande échelle. Cette simulation est avantageuse, sachant
que les essais en mode batch sont réalisés sur de courtes durées et a moindre codt par rapport a

ceux en continu.

Dans le cadre de I’adaptation du processus aux milieux libanais, particulierement au climat de
la Bekaa, il serait judicieux d’explorer la digestion anaérobie appliquée aux écosystémes
psychrophiles. Cette extrapolation profiterait de méme de I’é¢tude du procédé a 40 °C,
température maximale enregistrée en été a la Bekaa. Nous envisageons donc une projection
vers un modéle plus évocateur couvrant les différentes températures affichées durant 1’année.
En outre, faciliter le fonctionnement des digesteurs a de basses températures ambiantes, sans
apport énergétique externe, est abordable en opérant avec un temps de séjour supérieur a 30

jours et en vérifiant si le taux de dégradation correspondant serait voisin a celui obtenu a 37 °C.

Ainsi, le génie des procédés, la biochimie et la modélisation serviraient a une compréhension
détaillée des conditions opératoires et du déroulement du processus. Toutefois, les outils de
biologie moléculaire permettraient d’aborder 1’aspect microbiologique. Des études ultérieures
sont a realiser pour caracteriser la diversité phylogenétique des communautés bactériennes et
comprendre leurs dynamiques de comportement. Des réponses sont a apporter quant a
I’importance du choix de I’inoculum, qui déterminera la nature des espeéces microbiennes

présentes décidant des vitesses et des taux de dégradation. De plus, la concentration et I’activité
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d’une espéce ou d’un groupe microbien au sein du milieu seraient décrites, grace
particulierement & la PCR quantitative en temps réel. D’autres techniques d’investigation in situ
(FISH et microscopie confocale) révéleraient la colonisation spatiale de notre substrat par les
difféerentes communautés microbiennes. Ces analyses mettront 1’accent sur les phénomenes de

diffusion et de bioaccessibilité au marc de raisin.

Enfin, menons des campagnes de sensibilisation pour promouvoir la réduction de la
production des rejets a la source ; gardons a 1’esprit que « le meilleur déchet est celui qu'on ne
produit pas ». Encourageons la culture du compostage domestique, du lombricompostage, de
I’herbicyclage ou autres, conjointement a la méthanisation. Des perspectives durables
engageraient les chercheurs aupres des industriels, des organisations gouvernementales ainsi
que les communautés civiles. L’adhésion et la coopération entre les différents partenaires

ouvrent ainsi la voie au bon développement de la filiere de la méthanisation.
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