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INTRODUCTION







Le traitement des eaux usées urbaines est réalisé le plus couramment par des procédés a boues
activées constitués par un bassin biologique aéré dont la surverse alimente un décanteur. Les
dysfonctionnements rencontrés notamment au niveau de la décantation ont facilité
I’émergence de techniques de substitution telles que les bioréacteurs & membranes (BAM).
Ces systémes couplent une dégradation biologique a une séparation par membranes d’ultra ou
de microfiltration: les micro-organismes oxydent et/ou assimilent la pollution organique
(voire azotée) entrante et sont totalement séparés de I'eau traitée grace a la membrane. Les
BAM permettent d’obtenir une excellente qualit¢é d’eau traitée (Xing et al. 2000 ;
Praderie 1996) et sont trés souvent compacts et robustes. Le temps de séjour hydraulique et
I’age des boues sont totalement découplés et offrent donc aux BAM une grande flexibilité
d’opération.

Du fait de ces avantages, I’usage des bioréacteurs a membranes pour le traitement des eaux
domestiques est de plus en plus important et de nombreuses installations industrielles ont été

réalisées ou sont en cours de projet.

A D’heure actuelle, la plupart des avancées obtenues concernent le bioréacteur a membranes
immergées (BAMI) proposé par Yamamoto en 1989. Dans cette configuration, la membrane
est directement immergée au sein du milieu biologique et le perméat est aspiré a travers les
membranes (Figure A). En comparaison avec la premiere génération de bioréacteurs a
membranes, les bioréacteurs a membranes externes (BAME) dans lesquels les modules de
filtration sont placés a I’extérieur du bioréacteur et le concentrat recirculé, le systéme

immergé permet une consommation d’énergie moindre et donc un colit opératoire réduit.

Perméat
Recirculation \\ Effluent Q"

‘\
\
Effluent | * \ l

Bioréacteur -> . \
_Q Sermeat \‘

Membrane \‘ Bioréacteur
\\
Schéma (a) Schéma (b)

Figure A : Schéma du bioréacteur a membranes externes (a) et du bioréacteur 8 membranes immergées (b)

Cependant, et pour reprendre les termes parus dans une enquéte effectuée par le Club Francais
des Membranes et ’ADEME en avril 2002, des freins et des verrous subsistent a la

pénétration des technologies membranaires. Outre, des freins culturels, commerciaux et

11



économiques, cette enquéte fait ressortir des freins liés au colmatage et a la mise en ceuvre des
techniques membranaires. Ce rapport dresse notamment les constats suivants :
"besoin impératif de réaliser des essais préalables avant de valider la faisabilité
d’un traitement par un BAMI et de dimensionner une installation",
- "incompréhension et difficulté¢ de prévision du phénoméne de colmatage (pas de
maitrise de la cinétique du colmatage et donc pas d’outil de prévision du

colmatage) ".

En conséquence, aujourd’hui le dimensionnement, la conduite et I’optimisation de ce type de
procédé sont difficiles en raison de connaissances insuffisantes sur les mécanismes de
colmatage et sur le comportement biologique d’une biomasse de ce type de réacteur.

Pour progresser dans ces domaines du Génie des Procédés, il est important de mieux
connaitre les interactions entre le procédé, la membrane et le milieu biologique (Figure B). En
effet, il semble évident que lors de la filtration d’un milieu biologique, le colmatage des
membranes va dépendre, a la fois, de la membrane, du milieu biologique et des conditions

opératoires adoptées.

Procédé Membrane
Hydrodynamique, Matériau, structure,
conditions opératoires charge de surface,
porosité, géométrie, épaisseur

Milieu Biologique
Composition, concentration, pH,
T, force ionique,
charge de surface,

Figure B : Paramétres influencant les performances hydrauliques d'un BAM

La plupart des études réalisées ont proposé de relier la nature et 1’étendue du colmatage a des

critéres globaux de caractérisation de la biomasse (taille des flocs, concentration en MES,

12



DCO, viscosité) ou a des parametres opératoires tels que le débit d’aération, la vitesse de

recirculation, le cycle de filtration.

Ce travail est focalisé sur 1’étude des interactions entre une membrane et un milieu biologique
dans le cadre précis d’'une membrane de microfiltration fonctionnant dans un BAMI, et d’un
milieu biologique caractéristique d’un traitement d’effluent domestique. Deux questions
essentielles sont au cceur de ce manuscrit :
1. Comment le milieu biologique influence-t-il le comportement de la filtration et
quels sont les paramétres physico-chimiques pertinents a prendre en compte pour
décrire le colmatage ?
2. L’introduction d’une membrane dans le milieu biologique modifie-t-elle les

caractéristiques de la boue ? et si oui lesquelles ?

Ce travail a donc pour objectif de répondre a ces deux questions. Le manuscrit qui en découle

est organisé en 5 chapitres :

- Le premier chapitre recense les différents paramétres permettant de caractériser le
milieu biologique et le comportement de la filtration. Ces caractéristiques ont été
¢tudiées suivant le mode de conduite du procédé biologique et la composition de

I’effluent a traiter.

- Le deuxiéme chapitre définit les moyens mis en ceuvre dans cette étude pour pouvoir
¢tudier les interactions entre le milieu biologique et la membrane. Le matériel et les

méthodes utilisés sont donc présentés.

- Le troisiéme chapitre, évalue les performances d’'un BAM opérant sur le long terme
(320 jours de fonctionnement). L’efficacité d’épuration et la production de boues d’un
BAMI sont comparées a celles du procédé conventionnel a boues activées,
fonctionnant & méme age de boues. Des informations importantes sur la rétention des
différents exopolymeres solubles (polysaccharides, protéines et acides humiques) et

sur leur accumulation dans le systéme seront apportées.

- Le quatriéme chapitre présente les résultats expérimentaux caractérisant 1’influence
d’un procédé de filtration sur les propriétés du milieu biologique. Dans cette partie, les

caractéristiques physico-chimiques du milieu biologique issu d’un bioréacteur a

13



membranes immergées sont comparées a celles d’une boue venant d’un procédé
conventionnel a boues activées, les deux réacteurs étant alimentés en paralléle et
fonctionnant dans les mémes conditions. Le role de la membrane et de la filtration sur

les propriétés physico-chimiques du fluide biologique sera donc discuté.

- Le cinquiéme et dernier chapitre analyse les spécificités du colmatage obtenu par un
milieu biologique de type BAMI. Ici, une distinction entre colmatage a court terme et
colmatage a long terme est effectuée. Il s’agit d’identifier les parametres du milieu
biologique affectant le colmatage. Le role d’un paramétre opératoire, 1’age de boues

sera aussi étudié.

Enfin, les principaux résultats obtenus au cours de cette étude sont rassemblés dans la

conclusion de ce mémoire qui ouvre la discussion sur les perspectives de ce travail.
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CHAPITRE 1

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE







I. Caractérisation des boues biologiques

Dans ce chapitre nous décrivons les caractéristiques d’un milieu biologique en vue de
relier les propriétés du milieu au colmatage et aux performances épuratoires du procédé.
L’objectif du chapitre IV de cette thése sera d’étudier la composition et la structure d’une

boue ainsi que les relations existant entre les composés (Figure 1.1).

Description d’une boue biologique
Composition chimique, physique,
propriétés morphologiques,
structure, organisation

. Influence de la composition de I’effluent et
du mode de conduite du procédé sur les
caractéristiques d’une boue?

| . Relations entre propriétés

d’une boue et teneur en EPS,., ?
LE SURNAGEANT < LES FLOCS} —> i
l . Mécanismes de production des EPS?
. Paramétres influengant la production de polymeéres ?
. Liens entre EPS;;, et EPS_, . ,..?

Choix des paramétres biologiques

a étudier

|
|
|
v
CARACTERISATION DE LA BOUE

Figure I.1: Démarche adoptée pour comprendre les interactions dans un milieu biologique

La caractérisation du milieu biologique passe par la caractérisation du surnageant et des flocs.
Nous allons dans ce chapitre bibliographique considérer séparément le surnageant et les flocs
de la boue.

Plusieurs études montrent que les polymeres présents dans les flocs et le surnageant jouent un
role essentiel dans le comportement de la filtration (Lee et al. 2003, Nagaoka et al. 1998) et la
structuration de la boue (Urbain 1992, Dignac 1998). Nous avons donc choisi d’orienter plus
particulierement la description de la boue vers les polyméres du surnageant (EPSgobies) €t
ceux présents a 1’intérieur des flocs (EPSyiss). Les paramétres influengant leur sécrétion seront
étudiés. Dans I’ensemble de cette étude, la terminologie EPSji¢s (polyméres extra-cellulaires)
est utilisée pour définir les exopolymeéres présents au sein du floc. Les polymeres du
surnageant sont notés PMS (produits microbiens solubles) s’ils se réfeérent aux produits
sécrétés par la biomasse ou plus généralement EPSqojubles, S1 1’0rigine des polyméres n’est pas
spécifiée. Par exemple, si les polyméres solubles comprennent des substances humiques, le
terme EPSgoubies s€ra utilisé plutdét que PMS car ces substances ne sont pas produites par les

micro-organismes mais résultent en grande partie de la percolation de I’eau a travers les sols.
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Enfin, I'utilisation du terme EPS, sans préciser s’il s’agit de ceux présents dans les flocs ou le
surnageant, se référe a I’ensemble des polymeres du milieu biologique c'est-a-dire les EPS liés
et les EPS solubles. Par ailleurs, les EPS spécifiques correspondent aux polymeres (protéines,
polysaccharides et substances humiques) pris séparément, alors que les EPS totaux se réferent
a la somme de tous les EPS spécifiques.

Au terme de cette partie, 1’identification des mécanismes de production des polymeres
permettra ensuite de lier cette production aux caractéristiques du colmatage. Enfin ce chapitre
doit fournir les bases utiles a la comparaison de boues biologiques et a la compréhension des
liens unissant les propriétés du milieu biologique, aux performances hydrauliques de filtration

(colmatage) et épuratoires du procédé.

1. Caractérisation des flocs : les EPSliés

a. Description de |'organisation d'un floc

Les boues activées sont constituées de micro-organismes (essentiellement des
bactéries mais €également des métazoaires, des champignons et des algues), de particules
inorganiques (silicates, phosphates de calcium, oxydes de fer), de cations multivalents ainsi
que de polymeres exocellulaires de masse moléculaire élevée.

Les micro-organismes se trouvent majoritairement sous forme d’agrégats, appelés flocs,
constitués de micro-colonies de 1’ordre de 5 a 15 um (Li et Ganczarczyk, 1990 ; Jorand et al.
1995). Ces flocs bactériens se forment par pontage cellules-EPS-cations (pontages
¢lectrostatiques) (Urbain et al. 1992) ou par interactions physiques (Pavoni et al. 1972). Les
flocs présentent une structure peu dense et hétérogeéne (densité comprise entre 1,02 et 1,06,
d’aprés Dammel et Schroeder, 1991) dont la cohésion est assurée par des liaisons entre les
ions et les exopolymeéres, ces liaisons sont de type hydrogeéne et de type Van Der Waals. Il
existe également des interactions électrostatiques (répulsives ou attractives), hydrophobes-

hydrophobes, hydrophiles-hydrophiles (Figure 1.2).
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Figure 1.2: Représentation schématique du floc biologique dans les boues activées

Parmi tous les composés contribuant a la structuration du floc, les exopolymeres (EPS) jouent

un role majeur.

b. Description des EPSliés : role, origine, composition

Les EPSji¢s sont des composés a forte densité de charges négatives pouvant éEtre
¢liminés des micro-organismes sans entrainer la rupture des cellules et sans lesquels les
micro-organismes sont encore viables (Azeredo et al. 1998). Les EPS produits par des
bactéries isolées forment I’enveloppe externe des cellules (Figure 1.3) et peuvent se trouver
sous deux formes :

- sous forme de matériel visqueux ou mucilage qui se répartit autour des cellules sans
leur étre attaché. La présence du mucilage dans les boues entraine une augmentation
de leur viscosité,

- sous forme de capsules ou micro-capsules qui adhérent a la cellule bactérienne et

peuvent s’étendre a I’extérieur sur 0,1 pum a 10 um.
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Figure 1.3:Représentation schématique d'une cellule bactérienne

Les EPS représentent, avec ’eau et les micro-organismes, les composés majoritaires des
boues activées (Li et Ganczarczyk 1990). Frolund et al. (1996) considérent que les EPS
peuvent représenter jusqu’a 60% (en masse) de la fraction organique d’une boue, contre 10-
15% (en masse) pour les cellules microbiennes.
L’origine des EPSji¢s est multiple. Ils proviennent de:

- lasécrétion de composés au cours du métabolisme cellulaire,

- la perte de matériels venant de la paroi cellulaire (peptidoglycane),

- lalyse cellulaire (polymeres intracellulaires),

- D’adsorption de composés apportés par les eaux usées (cellulose, acides humiques,

etc...).

Dans ce dernier cas, les substances ne sont pas des molécules excrétées par les micro-
organismes du procédé, mais elles sont en pratique difficilement dissociables des produits
microbiens. Ainsi, I’origine différente de ces EPSji¢s peut se traduire par des caractéristiques et
des localisations sur le floc bactérien également différentes (Nielsen et Keiding 1998). Par
exemple, les polymeres amenés par 1’eau usée seraient faiblement liés au floc et situés en
périphérie de celui-ci. Ils sont donc trés sensibles aux variations de stabilité du floc.
Les EPS peuvent agir comme épurateur des eaux par fixation de cations métalliques, comme
substances responsables de ’hydratation des boues (les exopolymeres constituent une couche

de gel tres hydraté qui protége les cellules et qui rend difficile I’élimination de ’eau lors du
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traitement des boues) ou comme agent floculant des boues (Wilén et al. 2003). Cette capacité
de floculation est surtout gouvernée par la charge de surface, 1’hydrophobicité¢ et la
composition, plutdt que par la quantité totale d’EPS (Liao et al. 2001). Les EPS participent
également a l’adhésion des cellules microbiennes sur des supports, a 1’accumulation
d’enzymes ou de nutriments & proximité des cellules et a la formation d’une couche
protectrice des cellules contre les biocides ou autres toxiques. Par exemple, la couche
d’EPS;;¢s autour de la cellule influence significativement la diffusion de différentes molécules
vers I’intérieur ou vers D’extérieur de la cellule et limite 1’effet d’agents toxiques et anti-
microbiens sur les cellules.

Les travaux effectués sur les exopolymeéres de boues activées montrent que leur extraction et
quantification est délicate. Leur composition varie en fonction de 1’origine et de la
composition de la boue et des eaux usées (Urbain 1992 ; Bura et al. 1998 ; Durmaz et al.
2001), ainsi que des parametres de fonctionnement du procédé d’épuration. La méthode
d’extraction employée (extraction thermique, par solvant, au glutaraldéhyde, avec une résine
échangeuse d’ions...) aura également une importance sur la quantité de polymeéres extraits et
donc sur la représentativité des quantités d’exopolymeéres évaluées (Tableau I.1). De fagon
générale, la plus grande fraction de polymeéres observés au sein des flocs bactériens

correspond aux protéines.
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A partir d’une analyse chimique des EPSi¢s plusieurs auteurs montrent que :

- les polysaccharides sont principalement constitués par des hexoses, des sucres aminés,
des pentoses et des acides uroniques (Dignac 1998). Ces polymeres sont
principalement hydrophiles (Jorand et al. 1998),

- les protéines sont les composés majoritaires des polymeres exocellulaires (Brookes et
al. 2003 ; Reid et al. 2004 ; Cadoret et al. 2002 ; Dignac 1998 ; Bura et al. 1998 ;
Mikkelsen et al 2002). Ce sont tres souvent des polymeéres d’acides aminés tels que les
acides aspartiques et les acides glutamiques (Dignac, 1998). Les acides aminés
aromatiques ou aliphatiques de certaines protéines leur conférent des propriétés
hydrophobes (Jorand et al. 1998). Ces protéines peuvent également étre des exo-
enzymes présentes notamment dans le liquide interstitiel des flocs et servant a
hydrolyser la matiére organique (Durmaz et Sanin 2001),

- les acides nucléiques (ADN et ARN) constituent une minorité¢ au sein des EPSjis;
présents en fortes quantités, ils peuvent étre I’indice d’une importante lyse cellulaire,
les lipides sont principalement des triglycérides et des acides gras libres insaturés
intervenant dans les interactions de type hydrophobe,

- les substances humiques proviennent directement des eaux usées.

L’analyse des masses moléculaires des EPS liés aux flocs montre que la distribution
granulométrique des EPSji¢s d’une boue municipale, varie avec la concentration en MES et au
cours du fonctionnement du BAM, méme lorsque celui ci est en régime établi (variation au
moins hebdomadaire)(Brookes et al. 2003). Frolund et Keiding (1994) déterminent les tailles
des exopolymeéres par séparation sur gel en HPLC (chromatographie liquide haute pression).
Ils constatent que les EPSji¢s ont une masse moléculaire comprise entre 10* et 2.10° Da avec

des proportions relatives qui varient avec le type de boue.

c. Paramétres influencant la production d'EPS

Lors de la conduite d’un procéd¢ biologique des facteurs environnementaux et
opératoires vont agir sur les propriétés du milieu biologique. Les propriétés morphologiques
et physiques, la composition chimique et biologique, 1’état physiologique de la boue peuvent
ainsi étre modifiés. Ce chapitre s’attache donc a recenser quelques facteurs pouvant modifier

les propriétés du milieu biologique.
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c.1 Les parameétres environnementaux

Les parameétres environnementaux étudiés ici concernent la composition de ’effluent a

traiter et la concentration en oxygene dissous.

o Composition de ’effluent a traiter

La composition de ’effluent a traiter (en terme de biodégradabilité du substrat mais
également en terme de proportion en substrats carbonés, azotés et phosphorés) influence le
type de micro-organismes présents dans le milieu biologique et les mécanismes de sécrétion
des exopolymeres.

Ainsi, en reégle générale, les boues ont une concentration en EPSyi¢s d’autant plus importante
que les effluents ont une fraction élevée de substrats facilement biodégradables. Pour cette
raison, les effluents industriels difficilement biodégradables (pétrochimie, textile...)
conduisent a des teneurs plus faibles en exo-polymeéres (Tableau I.1). Cependant, la présence
de composés inertes voire de toxines, comme c¢’est souvent le cas dans les effluents industriels
(industrie du cuir, chimique, colorant) provoque une perte de viabilité des micro-organismes
et/ou une lyse cellulaire induisant la libération d’ADN intracellulaire (Sponza 2003).

La qualité de I’alimentation en terme de biodégradabilité est donc importante mais doit
également étre étudiée en terme nutritionnel. En effet, une limitation en substrat provoque une
modification des distributions relatives en exopolymeres des flocs.

- effet du rapport DCO/NH4 (Tableau 1.2): lorsque ce ratio augmente, il est
généralement observé une diminution de la proportion de protéines par rapport a celle
des polysaccharides.
Ainsi, pour une limitation en substrat carboné (DCO/NH4 < 20), la proportion de
protéines augmente lorsque le rapport DCO/NH4 diminue. Brown et al. (1977)
rappellent que les cellules ont tendance a produire des exopolymeéres quand elles sont
cultivées sous limitation en carbone. Lors d’une carence en substrat carboné, les
cellules utilisent préférentiellement ce substrat pour subvenir a leurs besoins en
énergie de maintenance. La faible quantité de substrat restant est alors utilisée pour la
synthése de polysaccharides.

Dans le cas d’une diminution de la concentration en azote, et sous limitation en azote

(DCO/NH4 > 20), la quantité relative de protéines diminue. Cependant, en comparant

les résultats de Durmaz et Sanin (2001) et Bura et al. (1998), il apparait que les

mécanismes de production des EPS ne sont pas les mémes dans les deux études. En
effet, I’augmentation du rapport DCO/NHy4 se traduit par une augmentation de la

concentration en polysaccharides et une diminution en protéines pour Durmaz et Sanin
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(2001) alors que pour Bura et al. (1998) il n’y a que la quantité de protéines qui varie.

Notons que les substrats carbonés sont différents d’une étude a 1’autre.

Tableau [.2: Influence du rapport DCO/NH, sur la production des EPSy;

EP Sprotéines EP Spolysaccharides
Références DCO/NH, 1 } EPSpyps
(mg.guys ") (mg.guvs ")
Buraetal | 20 850 i St
(1998) 100 203 28,1 0.7
5 32,0 7.7 43
Durmaz et Sanin i __ _ 1 1
2001) S 03 ] S B
40 11,8 44,2 0,2
3.3 - - 0,26
Shufang 5 - - 0,24
(2004) 10 . . 021
20 . - 019

PN : Protéines — PS : Polysaccharides

- effet du rapport DCO/P (Tableau 1.3): une augmentation du ratio DCO/P provoque
une diminution du rapport Protéines/Polysaccharides et une augmentation de la concentration
en ADN (Bura et al. 1998). Au-dela d’un ratio DCO/P de 500 Ile rapport

protéines/polysaccharides ne semble plus fluctuer.

Tableau I.3: Effet d'une carence en phosphore sur la production des EPSj;

EP Sprotéines EP Spolysaccharides ADN
Références | DCO/P EPSpyps
(mg.guvs’) (mg.guvs’) (mg.guvs')
100 85.0 | 28,2 | 0.52 3.0
Bura (1998)} 500 98,8 583 0,94 1,7
) 106,0 50,0 6,50 2,1

PN : Protéines — PS : Polysaccharides

Au final, il apparait que la nature et la composition de 1’effluent traité agissent sur la quantité
des polymeres sécrétés. Le type d’effluent traité détermine également le type de flore

microbienne présent au sein des boues. Par suite, le type d’EPS produit est différent. Ainsi,
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des bactéries Gram (+) ou Gram (-) du fait d’une structure membranaire différente et donc
d’un métabolisme différent n’auront pas les mémes mécanismes de production d’EPS et les
mémes exopolymeres sécrétés.

Les bactéries Gram (+) ont une paroi bactérienne épaisse et homogeéne (10 a 80 nm)
composée essentiellement de peptidoglycanes. Leurs parois sont également riches en
osamines (ose dont une des fonctions hydroxyles est substituée par une fonction amine) mais
pauvres en lipides. A l’inverse, la paroi bactérienne des Gram (-) est plus fine et plus
complexe, riche en lipides et contient moins d’osamines ; la couche de peptidoglycanes ne
dépasse pas 5 nm et est entourée d’une membrane externe. Les nutriments ou les produits
microbiens doivent donc traverser la couche de peptidoglycanes (par diffusion ou sur des
récepteurs) et franchir la membrane plasmique chez les bactéries Gram (+) ; la membrane
externe, le peptidoglycane et la membrane plasmique chez les bactéries Gram (-).

Ainsi, la taille des polymeres sécrétés par les deux types de bactéries mais également leur
nature seront différentes parce que les mécanismes de transports a travers les membranes
cellulaires et les membranes elles-mémes sont différentes. Par ailleurs, la présence d’une
quantité ¢levée de polysaccharides au sein d’un floc peut étre liée a la présence de bactéries
Gram (+) car leur paroi cellulaire en est riche (Sponza 2003).

Toutefois, le type de bactéries présentes au sein des bioréacteurs 2 membranes reste peu
étudié. Witzig et al. (2002) estiment que 10% des bactéries de la boue d’un BAMI (Age
de boue infini) sont Gram (+). Cicek et al. (2001) observent également une minorité de
bactéries Gram (+) dans un BAME, indépendamment de ’4ge des boues compris entre 2

et 30 jours.

e La concentration en oxygene

Shin et al. (2001) comparent les performances de 3 réacteurs de type SBR. Ils
montrent que pour une concentration élevée en oxygene dissous (concentration non spécifiée)
la production d’EPSji¢s sous forme de polysaccharides augmente et celle des protéines reste
inchangée avec le temps alors qu’a faible concentration en oxygene les productions en

protéines et polysaccharides restent inchangées.
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c.2 Les paramétres opératoires - |'age de boues

L’effet de I’age des boues sur la quantit¢é d’EPS présents au sein des flocs est
controvers¢. La disparité des résultats provient de différences :

- dans les techniques d’extraction employées (suivant les méthodes d’extraction

utilisées, la quantité extraite n’est pas représentative de celle réellement présente au

sein des flocs),

- dans les méthodes de dosage (par exemple, dosage des protéines avec ou sans

correction des interférences dues aux substances humiques),

- dans les conditions de culture,

- dans la composition de 1’alimentation ou la gamme d’age de boues étudiée, etc...

L’analyse du tableau 1.1 montre deux types d’influence de 1’age des boues sur la composition

en EPSjie :
- pas d’influence : Liao et al. (2001) ou Lee et al. (2003) n’observent aucune influence
de I’age des boues lorsque celui-ci est compris respectivement entre 4 et 20 jours et
entre 20 et 60 jours,
- influence négative : Gulas et al. (1979) obtiennent une baisse de la concentration en
EPSji¢s de 60 a 20 puis a 15 mg. ngs'l lorsque respectivement 1’age de boues augmente
de 2 4 6 puis a 16 jours. Chang et Lee (1998) constatent que, dans un SBR alimenté en
effluent synthétique, la concentration en EPSjs passe de 268 a 244 puis
213 mguvys.gues | lorsque I’dge des boues augmente de 3 & 8 puis a 33 jours. Dans un
BAMI traitant de 1’eau synthétique, Cho et al. (2004) observent également une baisse
de la concentration en EPSji¢s lorsque I’age des boues augmente de 8 a 20 jours c’est-a-
dire lorsque la concentration en MES augmente. Cependant, au-dela de 20 jours d’age
de boues, la concentration en EPSj¢ reste pratiquement stable entre 20 et
40 mgcor.guvs . Ils observent également qu’a faible 4ge de boues (8 jours), les écarts
de concentration en EPSyi¢s sont plus élevés que pour un dge de boues supérieur.

En définitive, aucune relation claire n’existe entre la quantité totale d’exopolymeéres

présents au sein des flocs et I’Age de la boue. En revanche, I’évolution des EPSjis pris

individuellement (polysaccharides, protéines, substances humiques) en fonction de 1’age des

boues semble suivre une tendance plus marquée. Ces résultats bibliographiques seront

ultérieurement comparés avec ceux obtenus au cours des expériences réalisées durant ce

travail.

Lorsque I’age des boues augmente, la quantité de protéines au sein des flocs a tendance a

augmenter. En effet, dans ce cas, les bactéries libérent des protéines et de I’ADN
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intracellulaires a cause de la lyse cellulaire ou de la respiration endogeéne. Quel que soit 1’age
des boues, 1’évolution de la concentration en protéines suit trés souvent celle de I’ADN (Liao
et al. 2001). La lyse cellulaire a lieu lors de I’augmentation de 1’age des boues mais peut
¢également intervenir lors d’une carence en carbone par exemple. Ainsi, Lee et al. (2003)
constatent une augmentation de la quantité de protéines extraites par une méthode thermique
(de 29,9 a 35,5 mgpmtéines.ngs'l) lors de I’augmentation de 1’age des boues de 20 a 60 jours,

I’activité bactérienne étant alors réduite (Tableau 1.4).

Tableau [.4 :Effet de 1’age des boues sur I’activité et la quantité d’EPS;;s (d’aprés Lee et al. 2003)

Age des boues (j)
20 40 60
SOUR" (mgoz.gumvs .h ™) 14,6 12,4 11,7
Protéines (mg.gvvs ) 29.9 35,7 35,5
Polysaccharides (mg.guvs ™) 32,7 34 29
Protéines/Polysaccharides 0,9 1,0 1,2

* Specific oxygen uptake rate-vitesse de consommation de "oxygene

En ce qui concerne les polysaccharides, en régle générale, une augmentation de ’age des
boues se traduit par une diminution de leur concentration (Brookes et al. 2003 ; Liao et
al. 2001). En effet, a fort age de boues, la relativement faible quantité de substrat carboné est
préférentiellement utilisée pour la synthése cellulaire et 1’énergie de maintenance. La petite
quantité de substrat carboné restante ne permet qu’une production de polysaccharides minime
(Durmaz et Sanin 2001 ; Liu et Fang 2003 ; Liao et al. 2001). La production de
polysaccharides est d’ailleurs trés dépendante de D’activité respiratoire des bactéries
hétérotrophes (Shufang, 2004). Une activité ¢élevée entraine une production de
polysaccharides ¢élevée.

A faible age des boues, les micro-organismes utilisent I’exces de substrat pour la synthése des

cellules et aussi pour la production de polysaccharides extracellulaires.
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Dans ce cas la quantité de polysaccharides est accrue (Tableau I .5).

Tableau 1.5: Effet de 1'dge des boues sur la quantité d'EPSy; (d'aprés Liao et al. 2001)

Age des boues (j)

4 9 12 16 20
Protéines (mg.gvvs ) 9,7 9,7 15,5 12,8 13,1
Polysaccharides (mg.guvs ™) 7,5 4,1 3,1 3,4 3,1
Protéines/Polysaccharides 1,3 2,4 5,0 4.2 4.2

Liao et al. (2001) rappellent également qu’un changement d’ige de boues provoque un
changement de composition de la communauté microbienne et par suite crée une

modification de la composition des polymeres produits.

c.3 Perturbations et dysfonctionnements des réacteurs

e Effet des toxiques

La présence occasionnelle d’agents toxiques provoque souvent la lyse des cellules et
donc la libération de polymeres. Ainsi, Sponza (2003) explique que la plus grande quantité
d’ADN trouvé dans les flocs de boues venant de 1’industrie du cuir, des colorants et de la
chimie dérive de la plus grande quantité de substances toxiques dans ces boues. En effet, les
substances toxiques entrainent une perte de viabilité des micro-organismes puis leur lyse
cellulaire. La lyse s’accompagne alors de la dégradation de I’ADN a I’intérieur des cellules.
Witzig et al. (2002) pensent également qu’une plus grande sécrétion de polysaccharides
pourrait avoir lieu dés que les micro-organismes sont en présence de substances inertes ou

toxiques.

e Moussage des boues

Bura et al. (1998) constatent une augmentation de la concentration en polysaccharides
et protéines a chaque fois qu’interviennent des problémes de moussage et de foisonnement
d’une boue activée. Ainsi, la teneur en polysaccharides passe de 6-8 mg.guvs' lors du
fonctionnement normal des installations a 11-19 mg.guvs” lors des dysfonctionnements.

Quant & la concentration en protéines, elle passe de 55-66 a 51-88 mg.guvs .
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d. Influence de la composition en EPS)iss sur les propriétés des
flocs

Les paragraphes précédents ont permis de souligner I’influence du mode de conduite
et de la composition de 1’effluent sur la production d’EPS. Par suite, un changement pourrait
avoir lieu dans la structuration des flocs et leurs propriétés telles que la charge de surface, la
taille, et la compacité. Mikkelsen et Keiding (2002) a 1’aide d’une analyse multi-variable
résument 1’influence que peuvent avoir les EPSj, concentration comprise entre 0 et

260 mg.gves ', sur les caractéristiques des flocs (Figure 1.4) :

Composition Caractéristiques Déshydratabilité
|
|
Sp !
|
A CSBoue |
& g‘ !
d N |
+1 T 1061 |
B 4
+0,95 !
——» DD 4:'? RSF
023 +0,64 i
+0, -0,41 :
MVS/MES |<€—» — TMSG

+0,50

Figure 1.4: Interactions entre divers parameétres de caractérisation d'une boue (Mikkelsen et Keiding 2002)
Les chiffres expriment le coefficient de corrélation liant deux paramétres
(MVS : matiéres volatiles en suspension ; MES : matiéres en suspension ; EPSt: EPS totaux ; EPSp: EPS
protéines ; EPSy : EPS substances humiques ; EPSpg : EPS polysaccharides ; d : diamétre des flocs ; Zéta :
potentiel zéta ; CSgps : Charge de surface des EPS ; kgc : sensibilité au cisaillement ; DD : degré de dispersion ;
TMSG : teneur en matiére séche du gateau ; RSF : résistance spécifique a la filtration ; Sp : surface des
particules ; CSyq : charge de surface des flocs)

Les résultats indiquent que la quantité d’EPS dans les flocs est le paramétre le plus important
dans la structuration du floc. Avec une augmentation de la teneur en EPS, les boues ont une
plus faible sensibilité au cisaillement ainsi qu’un degré de dispersion (concentration massique
des solides dispersés/quantité de solide totale) moindre. De plus, la filtrabilité des boues est
améliorée (faible résistance a la filtration). Cependant la limite de cette approche est de ne pas
différencier I’effet des protéines de celui des polysaccharides. De plus, une augmentation de
la concentration en EPSji¢s augmente la charge négative des flocs. Au final, il apparait que les

exopolymeres influent fortement sur les caractéristiques des flocs. Il semble donc judicieux de
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les analyser en vue de caractériser les flocs dans le bioréacteur & membranes et de voir si le
type de réacteur influence également les caractéristiques des flocs.
Les paragraphes qui suivent détaillent 1’état des connaissances sur I’influence des EPS sur la

floculation/décantation, les propriétés de surface et enfin sur la taille des flocs.

d.1 La floculation/décantation

La bonne floculation des boues est primordiale dans les procédés conventionnels d’épuration
biologique (bassin aérobie + décanteur) car elle détermine 1’efficacité de la décantation. La
cohésion du floc est donc un parametre clef de 1’épuration biologique par boues activées.
La décantabilité d’une boue est généralement déterminée par des mesures d’indice de boue
(IB), de masse volumique ou de dimension fractale des flocs :
-’indice de boue (IB) représente le volume occupé par un gramme de boue apres
trente minutes de décantation dans une éprouvette d’un litre. Une faible valeur de
I’indice de boue indique une capacité élevée a la décantation et a la compaction.
-la détermination de la masse volumique d’un floc demeure délicate du fait de leur
fragilit¢. Dammel et Schroeder (1991) obtiennent des valeurs de densité comprises
entre 1,02 et 1,06 pour divers échantillons de boues activées.
-Li et Ganczarczyk (1989) étudient la structure fractale des flocs (capacité d’un objet a
remplir I’espace). Plus la dimension fractale est faible plus I’agrégat est poreux. Ils
estiment que la dimension fractale des flocs générés dans les procédés de traitement
des eaux usées est comprise entre 1,4 et 2,8.
Dans ce paragraphe, la décantabilité¢ de la boue sera surtout reliée a son indice de boue, qui
demeure un parametre treés utilisé dans 1’étude de la sédimentation.
Tout d’abord, il est maintenant évident que la propension a décanter d’une boue n’est pas

seulement fonction de la taille des flocs (Tableau 1.6).

Tableau 1.6 : Décantabilité et diamétre des flocs de boues venant de différents procédés a boues activées

(Sponza 2003)
Industries IB (mL.g”) Diametre des flocs (um)
Papeticre 13819 36%5
C Texle | woms | s
© Pewochimie | 231 | s
""""""" Municipale | 10020 | 76
""""""" Disllerie | s | g
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Ainsi, une boue venant de 1’industrie pétrochimique peut moins bien décanter qu'une boue de
distillerie alors que la taille des flocs est respectivement de 125 um et 89 um. Les propriétés
de surface des flocs et donc la concentration en EPSjiss semblent mieux corrélées avec la
capacité des boues a décanter. Plusieurs études aboutissent a des conclusions différentes sur le
lien existant entre la quantité d’EPSjis et la décantation d’une boue. Les unités utilisées pour
exprimer les concentrations en EPS, les méthodes d’extraction et les gammes de mesure de
I’indice de Mohlman (IB) sont souvent différentes et permettent difficilement une

comparaison entre les études. La figure 1.5 présente quelques résultats de la littérature.

600 -
— 500 -
4400 | & 0O o
[@)) [ ]
3 300 - o o
< 200 - o om o
m ® iiim iy 5x® [} e -
[ ]
O T T T T
0 20 40 601 80 1 100 120
EPSjies (Mg.Gwvs  OU MY.Gyes )
A Kiff (1978) - EPS en mg.gyps’! B Eriksson et Alm (1991) - EPS en mg.gy g ™!
O Urbain (1992) - EPS en mg.gy;ys ™! O Bura etal. (1998) - EPS en mg.g g ™!
+ Yun et al. (2000) - EPS en mg.g,yq ™! x Liao et al. (2001) - EPS en mg.gyq ™!

® Hoa et al. (2003) - EPS en mg.gyxq ™!
Figure 1.5: Relation liant I’indice de boue et les EPS des flocs

Dans une gamme de concentration en EPS liés aux flocs comprise entre 15 et
120 ngps.gMVS'], une meilleure décantation est souvent observée deés lors que la quantité
d’EPSj;¢s totale diminue (Urbain 1992, Hoa et al. 2003).

Cependant, en dessous de 15 ngpg.gMES'l, la baisse de la concentration en EPSiiss n’influe
plus sur I’indice de boue, voire dans certain cas 1’augmente (Hoa et al. 2003 ; Yun et al.
2000). Cela peut étre expliqué par le fait que, pour de faibles concentrations en EPSj;,
d’autres mécanismes de structuration du floc interviennent et sont prépondérants pour leur
décantation.

De plus, I’indice de boue semble plus lié a la quantité¢ des EPS pris individuellement qu’a leur
quantité¢ totale. Ainsi, les teneurs en protéines et en ADN d’un floc sont corrélées
respectivement positivement et négativement avec sa décantabilité (Sponza 2003 ; Bura et al.
1998). Les protéines étant principalement hydrophobes, cela peut expliquer I’amélioration de

la décantation lorsqu’elles sont présentes en grande quantitg.
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Urbain et al. (1993) trouvent que I’indice de boue, compris entre 69 et 315 mL.guges ',
augmente lorsque la concentration en polysaccharides augmente. Les polysaccharides étant
principalement hydrophiles, une augmentation de leur concentration peut provoquer une
baisse de la décantabilité des flocs.

Enfin, en comparant les boues issues d’un procédé a boues activées classique et d’un BAM, il
apparait que ces derniéres décantent en général plus difficilement (Cicek et al. 1999). 1l s’agit

probablement d’un probléme de dispersion.

d.2 Propriétés de surface des flocs - Charge de surface
et hydrophobicite

En régle générale, la charge de surface et I’hydrophobicité d’un floc évoluent en sens
inverse. Ainsi, une baisse des charges de surface entraine une augmentation de

I’hydrophobicité du floc (Tableau 1.7).

Tableau I.7: Charge de surface et hydrophobicité de boues activées

Références Alimentation Charge de suflface Hydrophob1c1te*
(meq.gmvs ) (angle de contact )
Papeterie -0,17 a-0,20 35a39
Textile -0,21 a-0,26 35a43
Sponza (2003) Pétrochimie -0,09 a -0,24 37a44
Vin -0,40 a -0,50 9al10
Municipale -0,57 a -0,64 6a8
Hydrophobicité
Références Alimentation Charge de Suﬂf ace relative”
(meq.gmes ) 0
(%)
Pétrole -0,25 62,6
pomme de terre -0,37 57,4
Bura (1998) [~
Volaille -0,54 37,3
Municipale -0,34 32,0

" mesure de I’angle formé entre une goutte d’eau et le floc : angle de contact élevé = hydrophobicité élevée ;
test d’adhésion au hydrocarbure :les celulles sont séparées dans un systéme biphasique eau-hydrocarbure. La
mesure compare la quantité de cellule dans la phase organique a la quantité totale de cellules.
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® Charge de surface

Les flocs et les EPS sont, en regle générale, chargés négativement. En principe, la
diminution de la charge de surface du floc facilite sa floculation et permet une meilleure
décantation (Urbain et al. 1993). Cependant, des auteurs comme McKinney (1956) trouvent
que la réduction de la charge négative de la surface des flocs ne provoque pas obligatoirement
une amélioration de la formation du floc. Cela montre qu’en plus de la charge de surface,
d’autres parameétres jouent sur la floculation des flocs biologiques.

Certains facteurs comme 1’age ou 1’origine de la boue peuvent influencer la charge de surface
des flocs :

- Lee et al. (2003) constatent que la charge de surface d’un floc augmente lorsque

I’4ge de boue diminue. Cependant, la charge de surface des colloides et des solubles

(centrifugation a 366 rad.s”' pendant 5 minutes), mesurée par le potentiel zéta reste

constante a environ —10 mV quelle que soit la valeur du temps de séjour des boues

(entre 20 et 60 jours).

- Sponza (2003) montre que 1’origine de la boue et donc le type de substrat jouent un

role important sur les propriétés physico-chimiques de la surface des flocs. Les flocs

qui se forment sur des eaux usées a forte proportion en substances organiques

biodégradables (eau usée municipale) ont des charges de surface plus élevées.

e Hydrophobicité et angle de contact

Le floc bactérien et les EPS possédent a la fois des zones hydrophobes et hydrophiles.
En régle générale, I’augmentation de I’hydrophobicité d’un floc améliore la floculation (Liao
et al. 2001) et la décantation (Urbain et al. 1993). Par conséquent, les carbohydrates
hydrophiles des EPSyi¢s ont un effet négatif sur la décantation (Liao et al. 2001) alors que la
nature plutét hydrophobe des protéines en fait les principales responsables de
I’hydrophobicité du floc (Lee et al. 2003 ; Sponza 2003 ; Jorand et al. 1998). Elle permet

¢galement d’améliorer la décantation (Shufang 2004).

Puisque I’hydrophobicité du floc est en partie liée a la concentration en exopolymeres cela
signifie que tous les parametres identifiés comme agissant sur la concentration en
exopolymeres agissent également sur I’hydrophobicité. Il est possible de citer :
- la concentration en oxygene dissous : d’apres Palmgren et al. (1998) une limitation
en oxygene entraine une baisse de 1’hydrophobicité de 4 espéces de bactéries des

boues activées.
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- le moussage des boues: Chang et Lee (1998) observent une hydrophobicité accrue
pour des boues moussantes. IIs rappellent que Goddard et al. (1987) montrent qu’une
boue moussante contient une plus grande quantité de lipides et de protéines.

- le métabolisme bactérien : des cellules en phase de croissance stationnaire sont
souvent plus hydrophobes que celles en phase exponentielle (Allison et al. 1990,
Hazen et al. 1986)

- le type de substrat : pour Jorand et al (1994) I’addition de substrat facilement
assimilable tel que le glucose, ne change pas 1’hydrophobicité des bactéries mais
augmente la production d’EPSji¢ et I’indice de boue. Sponza (2003) trouve d’ailleurs
que les flocs les plus hydrophiles et les plus négativement chargés sont dans les boues
municipales et les boues alimentées par un effluent issu de 1’industrie du vin. Ces
boues sont également celles ou la concentration en DCO facilement biodégradable est
la plus élevée.

- le type de procédé : une croissance bactérienne au sein d’un biofilm ou en suspension
induit une hydrophobicité différente de la boue. Ainsi, Martin-Cereceda et al. (2001)
trouvent que I’hydrophobicité¢ des EPS d’un biofilm présent dans un réacteur traitant
de I’eau usée municipale est 2 fois supérieure a celle des EPS présents dans la boue
activée. La quantité de protéines exocellulaires du biofilm est trois fois plus importante
que dans la boue activée. Par ailleurs, la quantité de substances humiques et de
polysaccharides extrait du biofilm est deux fois plus grande que dans la boue activée.

- une carence en substrat : en regle générale, une boue est considérée exempte de
limitation nutritionnelle lorsque le ratio C/N/P est égal a 100/5/1. Une carence en
carbone ou phosphore peut engendrer des différences dans les wvaleurs

d’hydrophobicité ou de charge de surface des flocs (Tableau 1.8)

Tableau 1.8: Effet d'une carence en azote, carbone ou phosphore sur I’hydrophobicité et la charge de
surface des flocs

Référence DCO/NH, Charge de su_rlface Hydrophobolclte relative

~ (Meg.gmvs ) (%)

Buaetal | 0 ]
(1998) 100 20,15 47
3,33 - 93

Shufang | S S S
(2004) 10 i 75
20 - 70
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Référence DCO/P Charge de su_rlface Hydrophobolcne relative
(Meg.gmvs ™) (%)
100 -0,30 ! 35
Buraetal. : __ i ]
(1998) | SR S L N
Absence de P -0,08 n.d

Ainsi, une augmentation du rapport DCO/NH4 de 1’alimentation (pour DCO/NH4 > 20
— carence en azote) entraine une diminution de la charge de surface des flocs et une
augmentation de 1’angle de contact.

Une carence accrue en carbone organique (DCO/NHs < 20) provoque une
augmentation de 1’hydrophobicité des flocs car alors la production de polysaccharides
(hydrophiles) est souvent diminuée (PN/PS augmente).

Une augmentation de la carence en phosphore (DCO/P>100) provoque une diminution
de la charge de surface et de I’hydrophobicité du floc.

Bura et al. (1998) remarquent également une corrélation forte entre la teneur en eau
liée et I’hydrophobicité des flocs ; une augmentation de la teneur en eau liée (de 16 a

52 g.gus™) correspond & une baisse de la valeur de 1’angle de contact (de 47 & 27%).

d.3 Granulométrie

La plupart des études menées sur la distribution de la taille des flocs de boues activées
s’accordent pour les décrire comme des entités dont la taille varie entre 1 a 500 um. Les flocs
constituent un agrégat dynamique en perpétuelle modification de structure et de morphologie.
Les polysaccharides semblent étre les principaux polymeéres responsables de la structuration
et de la stabilité du floc. Shufang (2004) montre que des granules (1 mm) contiennent au
moins trois fois plus de polysaccharides que de protéines.

Des facteurs comme la facilité d’accés des nutriments, le type de substrat, les contraintes

hydrodynamiques et 1’age des boues influencent la répartition granulométrique.

e Substrat et accepteurs d’électrons

L’acces aux substrats et aux réactifs, par exemple, comme les accepteurs d’électrons,
prend une part importante dans la structuration et la taille des flocs. Ainsi, une carence en
oxygeéne au sein des boues provoque généralement une défloculation (Siiriicu et Cetin 1989,

Nielsen et al. 1996, Wilén et Balmér 1998, Wilén et al. 2000).
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Plusieurs explications sont avancées :

- augmentation de la croissance des bactéries anaérobies ou facultatives avec

suppression de la croissance des bactéries aérobies strictes a I’intérieur du floc

(Eikelboom et Van Buijsen, 1983),

- réduction des ions Fe** par les bactéries (Caccavo et al. 1996),

- inhibition de la production d’EPS (Starkey et Karr 1984),

- hydrolyse des EPS (Nielsen et al. 1996),
Cette carence en oxygeéne s’accompagne généralement d’une augmentation du nombre de
bactéries filamenteuses et d’une formation de flocs poreux. Par conséquent, les boues
décantent moins vite (Wilén et Balmér, 1999). Cette carence peut &étre momentanée
(séquencage de 1’aération) ou prolongée dans le temps. Lors d’un séquengage de I’aération
par exemple, 2H aéré/4H non-aéré (qui permet de maintenir une concentration en oxygene
dissous comprise entre 0 et 4 mg.L™") Wilén et Balmér (1999) montrent que les flocs de boues
activées (Cn=0,97 gpco.gumes .j') présentent une taille moyenne plus élevée & la fin des
phases d’aération (dsg aere = 44 um contre dsg non-aere = 31 wm pour une répartition en volume).
Par comparaison avec un réacteur fonctionnant dans les mémes conditions opératoires mais
avec une aération continue (oxygéne dissous = 4 mg.L"), la distribution de taille des
particules n’évolue pas durant les 8 heures d’expériences et est centrée sur 53 um (% en
volume). Les cycles de concentration en oxygene dans les boues provoquent donc une baisse
du diameétre moyen des particules.
Wilén et Balmér (1999), lors de la comparaison de deux boues dont les concentrations en
oxygene dissous sont respectivement de 2 et 5 mg.L" pour un méme age de boues de 5 jours
observent de plus gros flocs et une turbidité du surnageant plus faible pour la boue ayant la
teneur en oxygene maximale. Ceci pourrait montrer I’importance de la diffusion des réactifs
(O, NOy, etc...) dans la structuration du floc.
La granulométrie peut également changer avec le métabolisme bactérien. Ainsi, I’inhibition
de I’activité aérobie (conditions anaérobies, baisse de la température) ou la stimulation de
I’activité anaérobie (ajout d’ions sulfures, amélioration de la réduction du fer) favorisent le

détachement de bactéries et autres constituants des flocs.

e [ es contraintes hydrodynamiques

Les conditions hydrodynamiques qui régnent au sein des procédés agissent sur la taille
des flocs. La taille moyenne des flocs résulte d’un terme de croissance, d’un terme de déces
(lyse, hydrolyse et solubilisation), d’un terme d’agrégation et d’un terme de rupture. Ces deux

derniers termes sont particulieérement influencés par 1’hydrodynamique. On peut supposer que
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les propriétés de cohésion dépendent du mode de formation du floc et que des différences
majeures apparaitront si la taille du floc résulte majoritairement de processus de floculation
entre micro-flocs (aprés un choc hydrodynamique par exemple) ou d’une croissance de
colonie bactérienne (ex : granulation). Ce dernier mécanisme sera favoris¢ par un fort
potentiel diffusionnel (fortes teneurs en accepteurs d’électrons par exemple).

En ce qui concerne la taille des flocs dans les bioréacteurs & membranes, peu d’études sont
disponibles. Zhang et al. (1997) ont obtenu une taille des flocs supérieure dans un BAM
immergé par rapport a un BAM avec recirculation en boucle externe du fait des forces de
cisaillement plus élevées dans la boucle externe (pompe, passage dans les circuits). Ainsi, la
répartition granulométrique des flocs est en partie liée aux conditions opératoires appliquées
au procédé. Zhang et al. (1997) montrent que la taille des flocs n’est pas forcément

dépendante des conditions hydrodynamiques régnant au sein du bassin biologique.

e Influence du temps de séjour des boues (TSB)

Il n’y a pas de liens simples entre I’age de la boue et la taille moyenne des flocs (Tableau 1.9).

Tableau 1.9 : Taille moyenne des flocs suivant 1'dge des boues (Huang et al. 2001)

Age des boues (j) 5 20 40

Diametre moyen en volume (um) 15 48 31

Lee et al. (2003) constatent une influence de I’age des boues sur la taille des flocs d’un BAMI
alimenté¢ par la méme eau usée synthétique. Les réacteurs fonctionnent dans les mémes

1 1 -3
.m réacteur) et de

conditions opératoires d’aération (3,3.10'4 m.s .rn'zmembmne soit 4,7.10'3 m.s
temps de séjour hydraulique (7,8 h) mais a différents ages de boues. Ces auteurs observent
que la taille moyenne des colloides diminue de 0,458+0,026 um a 0,420+0,023 um puis a
0,349+0,014 pum lorsque 1’age des boues diminue de 60 a 40 puis a 20 jours. Ils attribuent
cette déstructuration, au cisaillement accru des flocs par 1’aération lorsque la concentration en
MES diminue (c’est-a-dire lorsque 1’age des boues diminue). De plus, une répartition par
masse moléculaire des composés du surnageant montre que, quel que soit 1’age des boues,

I’allure bimodale de la distribution est identique (entre 3 et 100 kDa).
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2.Les produits microbiens solubles (PMS)

a. Description des PMS : composition, origine

Le terme de PMS correspond a tous les polymeéres ayant une origine microbienne et
exclut deés lors les produits intermédiaires issus d’une dégradation incompléte de substrats
organiques complexes (Noguera et al. 1994). Au contraire, les EPSoupies font référence a tous
les polymeres présents au sein de la phase liquide quelle que soit leur origine. Les polymeres
sont dits solubles a partir du moment ou ils sont présents dans le surnageant de boue.

Les polyméres solubles qui sont communément présents dans la plupart des cellules (acides
nucléiques, peptidoglycanes et phospholipides) sont dégradables par beaucoup de micro-
organismes, contrairement aux polymeres spécifiques et peu nombreux tels que les
hétéropolysaccharides extracellulaires (Hejzlar et Chudoba 1986a,b).

Les PMS constituent la majorit¢ de la matiére organique des effluents de procédés de
traitement biologique (Chudoba et al. 1986 ; Noguera et al. 1994). Leur composition et leur
concentration sont variables. Ils regroupent les acides humiques et fulviques, les
polysaccharides, les protéines, les acides nucléiques, etc... Les polysaccharides proviennent
majoritairement de la paroi cellulaire et des couches extérieures des bactéries. Les protéines
correspondent a des enzymes ou du matériel intracellulaire alors que les substances humiques,
considérées dans ce cas comme des EPSgupes, sont directement amenées par 1’effluent

d’entrée.

La quantité¢ d’exopolymeéres solubles est généralement déterminée par des analyses globales
(COT, DCO). Jarusutthirak et al. (2002) en fractionnant la matiére organique des effluents de
sortie d’une station d’épuration observent que les fractions hydrophobes (obtenue sur résine
XAD-8) et transphiliques (obtenue sur résine XAD-4) sont principalement composées de
substances humiques (acide humique et fulvique). La fraction transphilique est de taille plus

petite que la fraction hydrophobe.
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Le tableau 1.10 regroupe des résultats de la littérature concernant les concentrations en

exopolymeres de surnageants de boues issues de BAMI.

Tableau 1.10: Concentration en EPS solubles de boues de BAMI

Références ISB | TSH ME§ PN | PS _1 | EPSux | Ratio

@ 1M @L) (mg.L"') PN/PS

Leeetal (2001) | - | 8 { 3 . 09 | 18 | 27 | 05
Brookes eral. 20097 | - | - 46122 | 0459 054989 1 - | 005
ShinetKang 200 | 20 | 6 | 3141 | - | - 1 - | o4
ShinetKang2009 | w | 6 | 65 | - | - - | <06
 Choeral 2004) | 8 (451 25 | - | - lasa® | -
 Choeral 2009 | 20 (45| 40 - - 2025® -
 Choetal 2009 | 80 (451 80 | - - 10as® | .
 Legjeanetal 2004 | 8 11 T3 - | s L . .
Leseaneral 200) | 15 094139 - | 25 S -
 Reideral 2004 |35 261 188 | 6519 | 3259 20
 Reideral 2009™ | 290 {261 179 | 1329 | 0s6® | | 24
 Reideral 2009 30-50{ 20 | 150 | 529 | 054® | | o6
® 1) e ngCO.L‘II -@ Sépcllration Ipar Sfiltration s 0,45um @ Dosage par la méthode de ILowry ©

en mg.gyes
Dosage par la méthode de Lowry modifiée ? centrifugation 5 minutes a 5000 rpm © déterminé par absorbance
directe " centrifugation 10 minutes @ 5000 rpm- PN :protéines - PS :polysaccharides

Ce tableau montre que les concentrations en EPS solubles ainsi que leur proportion sont
différentes d’une étude a une autre. Cela peut tre expliqué par 1’utilisation de méthodes de
séparation du surnageant et des flocs différentes ou de techniques de dosage différentes. Il

sera donc difficile par la suite de comparer nos résultats avec ceux de la littérature.

En ce qui concerne la masse moléculaire des PMS, celle-ci varie suivant le procédé
biologique et le substrat utilisés, ainsi qu’avec les conditions opératoires adoptées. La masse
moléculaire des PMS trouvés dans les BAM s’échelonne généralement de 0,1 a plus de

100 kDa.
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Le tableau I.11 regroupe quelques résultats issus de la littérature.

Tableau I.11: Distribution des masses moléculaires (obtenue par filtration) des PMS de boues de BAM

Références Masse moléculaire

>100 kDa :16% ; 30-100kDa :9% ; 3-30kDa :23% ;
<3kDa :52%

> 100 kDa:31%; 30-100 kDa:8%; 3-30 kDa:32%; <3
kDa:29%

> 100 kDa:20%; 30-100 kDa:37%; 10-30 kDa:12%;

Huang et al. (2000) “©©

Shin et Kang (2003) @@
1-10kDa:18% ;<1 kDa:13%

@ mesures effectuées par COT ® mesures effectuées par DCO © centrifugation 15 minutes 4000rpm @ filtration
sur 0,45um

La distribution de taille des molécules solubles est en général bimodale quel que soit I’age des
boues (Huang et al. 2000 ; Lee et al. 2003).

Les PMS présents au sein du surnageant des boues sont généralement constitués de composés
a hautes masses moléculaires par rapport aux alimentations des procédés biologiques
(< 0,5 kDa) (Barker et Stuckey 1999). Toutefois, la distribution des masses moléculaires varie
au moins de fagon hebdomadaire, en fonction de la concentration en MES et de 1’age des
boues (Brookes et al. 2003). Ces propriétés pourront étre importantes en terme de capacité de
rétention des membranes et donc de nature du fluide biologique dans le BAM. En effet, dans
un bioréacteur 8 membranes, la barriére membranaire sera susceptible de retenir les composés

solubles d’autant plus facilement que leur masse moléculaire est ¢levée.

b. Mécanismes de production des PMS

Les concentrations en PMS résultent de mécanismes de production et de dégradation,

étroitement liés a la biomasse active et aux EPS)i¢s (Figure 1.6).
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Figure 1.6: Représentation schématique des interactions existant entre PMS, EPS;;s et biomasse d’une boue
biologique

Les PMS ont trois origines majeures : la croissance cellulaire, la lyse cellulaire, ’hydrolyse
des exopolymeres liés. Pour commencer, la consommation d’une partie du substrat, donneur
d’¢électrons, permet la synthése de la biomasse active, des EPSji¢s et des produits microbiens
solubles issus de la croissance cellulaire (PMSc).

Comme pour toutes les catégories de produits microbiens solubles, une partie des PMS¢ sera
biodégradable tandis que [’autre partie sera réfractaire. Papore (1998) estime a 96% Ila
biodégradabilit¢ des PMSc aprés 71 jours de fonctionnement d’un réacteur discontinu
alimenté¢ en glucose. Ainsi, les PMS peuvent étre dégradés biologiquement méme si cela
requiert souvent un long temps d’acclimatation (Shin et Kang 2003). La syntheése d’EPS;i¢s est
fixée par la croissance de la biomasse et s’effectue proportionnellement a 1’utilisation du
substrat (Laspidou et Rittman 2002). Laspidou et Rittman (2002) proposent un modéle ou les
EPSji¢s sont uniquement produits par la consommation du substrat. En d’autres termes, les
auteurs excluent I’idée d’une polymérisation des PMS en EPSji. Par ailleurs, les EPSji¢s sont
dissous ou hydrolysés lentement par les enzymes libérées par les bactéries pour donner des
produits microbiens solubles (PMSy). Ainsi, si I’hydrolyse des EPSji¢s est plus lente que la

lyse des cellules, une concentration élevée en EPSji¢s est possible lorsque la concentration en
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biomasse active est faible. Un lien existe donc entre concentration en EPS;is et PMSy. En
revanche, Reid et al. (2004) ne trouvent aucune relation entre la totalité des EPSjis et la
totalité des PMS.

Le déces puis la lyse naturelle ou provoquée de la biomasse entrainent la formation de
cellules mortes résiduelles et de produits microbiens solubles (PMSy). Les PMS associés a
une croissance cellulaire intense (lors d’un rapport S¢/X, >100) ou a une lyse cellulaire
intense en phase de jeline par exemple, ont généralement une masse moléculaire supérieure a
10 kDa (Hejzlar et Chudoba 1986a,b). Au final, la fraction réfractaire des boues est composée
de PMS, d’EPSjis, d’une fraction inerte du substrat et de composés particulaires inertes
produits par la biomasse.

Cette description des interactions entre les composants des boues permet de discerner les
PMS liés a la croissance ou a I’utilisation de substrat et ceux liés au déces (lyse) ou a la
déstructuration (solubilisation des EPS) de la biomasse. Ainsi, les mécanismes entrainant la
production de PMS peuvent étre définis selon que les PMS appartiennent a 'une ou ’autre

des catégories (Barker et Stuckey 1999) :

oPMS liés a la croissance :

- L’équilibre des concentrations : les micro-organismes sécrétent des PMS pour
maintenir un gradient de concentration des deux co6tés de la membrane cellulaire. Un
stress environnemental des micro-organismes tel qu’un changement de température ou
un choc osmotique peut donc entrainer une libération de PMS.

- La croissance et le métabolisme microbien : au cours de la phase de croissance
cellulaire, les micro-organismes renouvellent certains composants de la paroi cellulaire
(peptidoglycane, acide teichoique...) et les protéines cellulaires. Ces composants sont
donc dégradés puis excrétés dans le milieu. Mukai et al. (2000) montrent que, suivant
I’état de la phase de croissance des micro-organismes, les caractéristiques des PMS

différent (Tableau 1.12).

Tableau I.12 : Composition du surnageant (filtration sur filtre 0,45 pm) d’une boue activée
(Mukai et al. 2000)

Phase de Protéines™ Sucres cor Protéine/sucre
croissance
(mg.L”) (mg.L”) (mg.L”)
Logarithmique 109,1 76,2 238,2 1,43
Stationnaire 53,1 36,3 39,8 1,46
Déces 42.5 35,9 32,6 1,18

@ dosage des protéines sans prendre en compte les interférences des substances humiques.
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Ainsi, la phase logarithmique de croissance est la plus riche en PMS (protéine, sucre)
et en COT soluble. La perméation sur gel montre également que la masse moléculaire
des PMS d’une boue activée augmente lorsque la phase de croissance passe de

logarithmique a stationnaire puis de déces.

o PMS liés a la perte de viabilité de la biomasse :

- Carence ou jelne : durant une période de carence en substrat les micro-organismes
ont besoin d’énergie de maintenance. Elle peut étre fournie par la respiration endogene
ou I’oxydation des constituants cellulaires endogénes et des produits de stockage.
Durant ce phénomeéne, les micro-organismes excrétent des PMS qui peuvent a leur
tour servir d’énergie de maintenance lors de la respiration endogéne ou du
métabolisme autochtone.

- Mort et lyse cellulaire : la mort (perte de viabilité ou d’activité cellulaire) puis la lyse
cellulaire (défragmentation des cellules mortes) et enfin 1’hydrolyse des particules

microbiennes et EPS ménent a la formation de PMS.

c. Les paramétres influencant la production de PMS

Certaines perturbations environnementales ou conditions opératoires vont influencer la

quantité et la qualité des PMS sécrétés :

® | cs paramgétres environnementaux

- La présence d’une source d’énergie: une augmentation de la concentration en
substrat exogene peut engendrer, en quelques minutes, 1’apparition de PMS dans le
milieu de culture (Jeong 1995). La production de PMS augmente généralement quand
la concentration en substrat de 1’influent augmente. Cela correspond a une croissance
cellulaire maximale.

- MES stabilisée : une forte concentration en biomasse s’accompagne parfois d’une
forte production en PMS. La vitesse de production en PMS est alors proportionnelle a
la concentration en biomasse (Rittman et al. 1987; Hao et Lao 1988). Laspidou et
Rittman (2002) proposent un mode¢le reposant plutét sur une production de PMS
dépendant de la concentration en substrat.

- Présence de toxiques : I’ajout de toxiques provoque une plus grande lyse cellulaire et
une libération plus importante de PMS. Boero et al. (1991) observent une
augmentation de la production de PMS lorsqu’ils remplacent le glucose par le phénol
en tant que substrat. Jeong (1995) explique cette augmentation par un phénomene

d’inhibition lié au substrat.
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e [ es parameétres opératoires — I’dge des boues

- Existence d’un optimum d’age de boues ou de charge organique pour lesquels la
production de PMS est minimale. Pour les systémes aérobies, cet optimum se situerait
entre 2 et 15 jours pour I’age des boues et entre 0,3 et 1,2 gpco.gues .j pour la charge
organique (Figure 1.7) (Baskir et Hansford, 1980 ; Rittmann et al. 1987 ; Hao et Lao,
1988 ; Pribyl et al ; 1997).

6 6

s e SBR 5
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S 2 S 21 e SBR
1- 14 o CFSR
0 - - - 0 - - '
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Age de la boue (j) Cm (kgpco-Kgumes™37)

Figure 1.7: Effet de I'age des boues et de la charge organique sur la concentration en carbone
organique dissous (d’aprés Pribyl et al. 1997)

Ainsi, Bisogni et Lawrence (1971) constatent une augmentation de la quantit¢ de
polysaccharides lorsque 1’age des boues dépasse 9 jours; Murthy et al. (1998)
constatent une augmentation des polysaccharides solubles (<3 kDa) et des protéines
colloidales (0,45 um — 30 kDa) quand 1’age des boues est supérieur a 10 jours. Souza
Melo (1984) observe une augmentation de la concentration en acides humiques avec
I’age des boues d’un procédé¢ a boues activées. En fait, pour une forte charge
organique ou un age de boues faible, la biomasse est incapable d’éliminer toutes les
substances organiques en solution alors que pour une charge organique faible, les
micro-organismes dégradent la matiére organique mais libeérent des PMS (Baskir et
Hansford 1980 ; Pribyl et al. 1997). En effet, les produits de la lyse cellulaire (PMSy)
sont prédominants pour des temps de s¢jour des boues élevés ou la croissance
biologique est faible, alors que ceux associés a la réplication des cellules (PMSc) vont
étre prédominants a des faibles valeurs d’age de boues ou la croissance observée est

plus importante.
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IT. Etude des mécanismes de production de boues

Horan (1990) estime que le traitement des boues peut représenter 25 & 60% des colts
globaux d’une station d’épuration. Il est donc intéressant de pouvoir minimiser la production
de boues dans les systémes biologiques. Ce paragraphe a donc pour objectif principal
d’analyser les mécanismes de production de boues et de comparer la production de boues
d’un procédé conventionnel de traitement des eaux (BA) avec un bioréacteur a membranes
(Figure 1.8). Beaucoup de travaux décrivent les bioréacteurs a membranes comme des
procédés permettant de réduire la production de boues. Cependant, les raisons de cette
réduction sont rarement expliquées et démontrées ; les motifs possibles sont d’ailleurs
nombreux tant les mécanismes de réduction de la production de boues le sont également.
C’est pourquoi, dans un premier temps nous nous attachons a décrire les mécanismes de la

production de boues afin ensuite d’identifier les facteurs influencant cette production.

Description des mécanismes de production de boue
Métabolisme cellulaire

Identification des facteurs influengant
la production de boues

Evaluation du potentiel de minimisation

de la production de boue par un BAM

Figure 1.8: Démarche adoptée pour comprendre les mécanismes de production de boues.
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1. Production de boues et métabolisme cellulaire

Le profil classique de croissance d’une culture pure comprend généralement une phase
de latence, une phase exponentielle, une phase stationnaire et une phase de déclin. Le modele
de Monod explicite une relation liant la quantit¢ de biomasse produite (X) et la quantité de

substrat utilisé (S) (Equations I.1 et [.2) :

X=Yy.S (L)
D’ou:
dx
———— 1.2
= 1.2

Avec Yy : taux de conversion intrinseque du substrat en biomasse (kngs.ngco'l)

Cependant, ce taux de conversion reste un taux de conversion limite ou maximal et ne
représente pas la production de boues d’un systeme (Yobs). En effet, pour calculer la
production spécifique de boues, il faut prendre en compte:
- Paccumulation de mati¢res minérales en suspension,
- ’accumulation de matiéres organiques non biodégradables (réfractaires),
- la production nette des micro-organismes résultant de leur croissance sur les substrats
biodégradables et de leur décroissance cellulaire lors du métabolisme endogéne, des
processus de maintenance et de la croissance cryptique.
La figure 1.9 schématise les différents processus biologiques et physiques liés a la production

de boues (ASM1, Henze et al. 1986).
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Figure 1.9 : Conversion de la matiére organique dans les procédés biologiques (Salhi 2003)

Les composés lentement biodégradables subissent une hydrolyse pour conduire a des
substances facilement assimilables par les bactéries. Les molécules facilement biodégradables
sont partiellement oxydées par les micro-organismes hétérotrophes et utilisées pour la
croissance cellulaire. L’autre partie sera utilisée dans les réactions de maintenance cellulaire.
Enfin, lors du déces et de la lyse cellulaire, la biomasse est partiellement oxydée et conduit
également a une production de composés inertes (essentiellement particulaires). Les matieres
en suspension sont donc au final constituées de biomasse, de DCO hydrolysable et de DCO
non biodégradable.

Dans les paragraphes suivants, les processus d’hydrolyse, de croissance et de décroissance

cellulaire sont détaillés.

a. L'hydrolyse

Cette réaction permet de transformer des molécules a hautes masses moléculaires
(colloides et composés particulaires) en molécules plus simples pouvant traverser la
membrane cellulaire et étre assimilées par les micro-organismes. Ces substrats sont dans un
premier temps adsorbés a la surface du floc bactérien puis hydrolysés par des enzymes
extracellulaires et enfin assimilés. Une boue biologique étant composée d’une grande
proportion de micro-organismes, les substrats hydrolysables sont totalement adsorbés. Par
conséquent, 1’hydrolyse est souvent 1’étape limitante par rapport a 1’adsorption ou a

I’assimilation des composés lentement biodégradables.
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La vitesse d’hydrolyse est généralement décrite par 1’équation suivante :

x/
dX, _ Xo o

A S (13)
dt H X H
Ky + %(H

Avec ky : constante d’hydrolyse (j)

Kx : constante de demi saturation (-)
Xs : concentration en substrat hydrolysable (gpco.L™)

. . -1
Xy : concentration en biomasse (gmvs.L ™)

- Dans le cas ou la concentration en substrat (Xs) est nettement supérieure a celle de la
biomasse (Xy), Xs/Xy devient trés supérieur a Kx et I’équation 1.3 s’écrit alors :

dX; _
dt

k. Xy, (L4)

La vitesse d’hydrolyse est maximale et indépendante de la concentration en substrat
(Xs). L’hydrolyse est alors considérée comme un processus limité par la surface
réactionnelle.

- Dans le cas des boues activées, la concentration en substrat hydrolysable est
généralement trés inférieure a celle de la biomasse. Un exces d’enzymes
extracellulaires est alors constaté et I’équation 1.3 s’écrit :

dXq
dt

La vitesse d’hydrolyse est alors indépendante de la concentration en biomasse.

=-K, . X, (L5)

b. La croissance cellulaire

Les composés facilement biodégradables (Ss) sont directement assimilés par les micro-
organismes. L’oxydation du substrat (le catabolisme) permet le stockage d’énergie sous forme

de molécules d’adénosine triphosphate (ATP).
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L’énergie libérée sert ensuite aux réactions de synthése cellulaire (anabolisme) et a celles de

maintenance (Figure 1.10)

J i

Substrat ATP Biomasse

Catabolisme Anabolisme

C02+ H O2 ADP + P Substrat
ﬂ >
C c c ENERGIE ﬁ

Réactions de maintenance

Figure 1.10: Couplage énergétique entre catabolisme et anabolisme — extrait de Chudoba (1991)

Il est possible d’intervenir sur le métabolisme cellulaire afin d’obtenir un découplage
énergétique en vue d’une minimisation de la production de boues. L’inhibition de la
croissance (présence de toxique, forte concentration en biomasse, etc...), ’augmentation des
besoins énergétiques pour la maintenance (changement des conditions osmotiques par
exemple) ou des perturbations sur 1’équilibre ATP<>ADP (passage en anaérobiose par
exemple) peut avoir pour conséquence la réduction de la production de boues.
Généralement, les modeles de cinétiques de croissance cellulaire sont d’ordre 1 par rapport a
la concentration en biomasse active et s’écrivent selon I’équation 1.6 :

dX, Sq

dt  “max S +K "

(L6)

Avec Kg : constante de demi saturation (g DCO.L™)
Imax : taux de croissance maximal (j'l)
Ss : concentration en substrat facilement biodégradable (gDCO.L'l)

Xy : concentration de la biomasse (gyys.L™)

c. Le métabolisme de décroissance

Ce paragraphe regroupe trois concepts permettant d’expliquer et de décrire la
diminution de production de boues : la respiration endogene, la croissance cryptique et le
mécanisme de maintenance. Ces trois concepts décrivent des mécanismes qui différent

essentiellement par 1’origine de leurs substrats. Le processus de maintenance est surtout
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consommateur de substrat exogene alors que les deux autres mécanismes utilisent plutot le
substrat stocké ou libéré par les micro-organismes.

Quel que soit le métabolisme de décroissance, la vitesse de perte de concentration en
biomasse active est souvent assimilée a une cinétique d’ordre un par rapport a la
concentration en biomasse (Equation 1.7) :

X,
dt

=-b.X, (L7)

Avec b constante de décroissance cellulaire (j™)

c.1 Le concept de maintenance

Lors du métabolisme cellulaire, le substrat carboné (généralement le substrat
initialement présent dans 1’influent) est en partie consommé et fournit 1’énergie (sous forme
d’ATP) nécessaire aux cellules lors du catabolisme et de I’anabolisme. Le catabolisme
transforme la pollution carbonée en énergie et métabolites. L’énergie sert alors a satisfaire les
fonctions de maintenance cellulaire et participe a 1’anabolisme de nouvelles cellules a partir
des métabolites sécrétés. Les fonctions de maintenance comprennent le renouvellement du
matériel cellulaire, le travail osmotique pour maintenir les gradients de concentration de part
et d’autre de la cellule et la mobilité de la cellule.

Pirt (1965) propose qu’une partie du substrat carboné soit consommé pour la maintenance
cellulaire et une autre utilisée pour ’anabolisme. Si tout le substrat était consommé pour
I’anabolisme alors la production de boues observée serait maximale et égale au rendement
réel de croissance Yy. Pour un état stable avec une concentration donnée en biomasse, la
vitesse a laquelle est consommé le substrat pour la maintenance, ms, est supposée constante ;

ainsi la production de boues observée s’exprime suivant 1’équation 1.8 :

o 05
Yobs YH H

Avec :

Yobs :rendement de production de boues (guvs.gocosiminee ')

Yu : rendement maximum de croissance pour le métabolisme hétérotrophe (guvs.goco™)
ms : vitesse spécifique de consommation du substrat pour la maintenance (gpco.guvs -h™)
u : vitesse spécifique de croissance (h)
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A 1’état stabilisé, la vitesse spécifique de croissance peut également étre exprimée en fonction

de I’age de la boue :

1
= TISB 1.9)
Avec :
TSB : age de la boue (h)
u : vitesse spécifique de croissance (h')

Ainsi, pour un age de boue maximum (p petit) la production de boues observée est minimale.
Par ailleurs, si I’apport d’énergie équivaut aux besoins en maintenance (S¢/Xo faible), la
croissance nette de la biomasse tendra vers zéro.

Ainsi, Lobos et al. (2004) montrent que dans des conditions de carence en substrat
(So/Xop = 0,3), les micro-organismes présents au sein d’un réacteur discontinu alimenté en
acétate résident dans un état physiologique ne permettant pas la division cellulaire mais
autorisant la dégradation du substrat pour satisfaire leur exigence en énergie de maintenance.
Ceci correspond typiquement aux procédés ou régnent une limitation par le substrat, comme
dans les BAM qui fonctionnent avec des temps de séjour élevés. Strange et al. (1963)
soulignent ¢également les avantages a opérer en limitation en substrat. Ils constatent un
renouvellement rapide des réserves endogenes, ainsi qu’une rapide consommation d’ATP
lorsque la culture d’Aerobacter aerogenes est privée de substrat. Dans ce cas, le substrat est
préférentiellement utilisé comme énergie de maintenance plutét que pour la croissance
cellulaire ; la quantité d’énergie restante sert alors a la biosynthese. Par conséquent, si tout le
substrat est employé pour la maintenance, la croissance cellulaire est nulle.

Avec cette méme idée de découplage énergétique, Chudoba (1991) montre que I’introduction
d’une zone anaérobie dans la boucle de recirculation d’un systéme a boue activée classique
permet de réduire la production de boues de 0,28-0,47 MEuEsMEbCOMimnee . A
0,13-0,29 mgMEs.ngCOéﬁmmée'l. Dans ce cas, les micro-organismes génerent de I’ATP lors de
I’oxydation du substrat en phase aérobie. Lors du passage en zone anaérobie, les micro-
organismes se trouvent en carence de substrat exogene et utilisent cette énergie pour la
maintenance cellulaire. De retour en zone aérobie, les micro-organismes sont obligés de
reconstituer leurs réserves en ATP car la synthese cellulaire ne peut se faire sans un stock
minimal. La synthése cellulaire est alors moins importante et la production de boues moindre.
Cependant, annuler la croissance de la biomasse active ne garantit pas [’absence de
production de boues. Comme décrit en introduction, dans les concepts récents décrivant le

comportement des boues activées (les modeles ASM1 et ASM3, basés sur les concepts de
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mort régénération ou de respiration endogene), la fraction organique particulaire inerte (Xj)
joue un réle important dans la production de boues.

La question reste posée, notamment a fort dge de boues: quelle quantit¢ de maticre
particulaire organique provenant soit de 1’eau usée, soit du décés bactérien, peut Etre

considérée non biodégradable et s’accumule ainsi dans le systéme biologique ?

c.2 La respiration endogéne

Le métabolisme endogéne correspond a I’oxydation des composants cellulaires par les
micro-organismes eux-mémes (Figure 1.11). En I’absence de substrat exogene, Dawes et
Ribbons (1964) montrent que le métabolisme endogeéne est en partie lié a la conversion de

polyméres de réserve intracellulaires pour assurer les besoins de maintenance.

. Respirati
Hydrolyse Stockage Croissance CSprration
X S X x., _Endogéne X
S ——— 55 » ASto > AH > Ap
Figure 1.11: Schématisation du concept de respiration endogeéne
Avec Xs : substrat hydrolysable
Ss : substrat facilement biodégradable
Xsio : Substrat stocké

Xy : biomasse

Xp : substrat non biodégradable

Une partie de la respiration endogeéne et de la minéralisation des boues est aussi assurée par la

présence de prédateurs tels que les protozoaires.

c.3 Le concept de mort régénération (croissance cryptique)

Ce concept correspond a la mort cellulaire (perte d’activité et diminution du nombre
de cellules) et a la consommation des résidus cellulaires autochtones pour la formation de
biomasse. Le substrat correspond ici a celui formé dans le procédé, il est donc différent de

celui présent dans I’ERU. Dans ce cas le substrat est de nature extracellulaire (Figure 1.12).

Hydrolyse Croissance Mort
Xg —> S ——> X — > %

Figure 1.12: Schématisation du concept de mort-régénération
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Pour un méme procédé biologique, cette "constante" de décés peut varier en fonction des
conditions d’aération (Nowak et al. 1999). La présence de protozoaires peut également

augmenter cette constante de déces (Ghyoot et Verstraete 1999).

2. Parametres influant sur la production de boues

La plupart des travaux répertoriés font état d’une réduction de la production de boues
lors de I’utilisation d’un BAM. Le fonctionnement des BAM a un age de boues élevé entraine
une diminution de la production de boues. Cependant, une question importante subsiste : la
réduction de la production de boues est-elle uniquement liée a I’augmentation de 1’dge des
boues ou y a-t-il d’autres mécanismes ayant un rdle significatif ?

Les mécanismes responsables de la réduction de production de boues ne sont pas forcément
les mémes selon le type de bioréacteur a membranes. Par exemple, dans les systémes a
filtration tangentielle les contraintes de cisaillement élevées modifient la structuration des
flocs, probablement leur composition et donc la production de boues. La nature des effluents
(urbain, synthétique, industriel) peut également modifier considérablement les stecechiométries
de production de boues. La composition microbienne des boues intervient ¢galement. Tous

ces aspects sont développés dans cette partie.

a. Effet des paramétres opératoires - I'dge des boues

Il est évident que 1’augmentation du temps de s€jour des boues ou la réduction de la

charge massique d’un procédé provoque la réduction de la production de boues

(Tableau 1.13) :

Tableau I.13 : Production de boues observée pour différents ages de boues (Cicek et al. 2001)

TSB () | Yobs (Quvs.8ocodtiminie )
30 0,27
_______ 0 | o030
_______ o | ox
________ s | o
2 | o4
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Les procédés membranaires sont capables de fonctionner a de forts ages de boues. Il est donc
fréquent de voir des productions de boues inférieures dans les BAM par rapport aux procédés
classiques (bassin biologique + décanteur). Ainsi, Rosenberger et al. (2002) ou Pollice et al
(2004) ont étudié¢ des systetmes a rétention totale de boues traitant des eaux usées
domestiques. Ils obtiennent des rendements de production de boues proches de 0 pour
Rosenberger et al. (2002) et 0,12 gyys. gDco'lénminée pour Pollice et al. (2004). En comparaison,
un systéme a boues activées classique fonctionnant a faible charge produit environ
0,15-0,3 gmvs.goco . (Ekama et Marais, 1984 ; Daigger et Buttz, 1992). Stephenson et al
(2000) apres une étude bibliographique concluent que peu, voire aucune boue n’est produite
par un BAM dés lors que la charge massique appliquée est inférieure 4 0,01 kgpco.kgmes ™
L’age des boues ¢élevé entraine une baisse importante de la fraction active de la boue et de
I’activité microbienne spécifique (Lee et al. 2003). Dans ces conditions de rétention extréme il

faut alors tenir compte de la biomasse inactive pour estimer la production de boues.

Toutefois, est-ce que la différence de production de boues entre les procédés biologiques tient
seulement a la différence d’age des boues ? En effet, le fait d’introduire une séparation
membranaire au sein du milieu biologique pourrait-il modifier les cinétiques de production de
boues ? Sur de faibles ages de boues, un bioréacteur a membranes et un procédé
conventionnel a boues activées alimentés par le méme effluent synthétique semblent avoir des

productions de boues similaires (Figure 1.13).

0,50
90,40 Z\\:\
% 0,30
2 % A — — 9

5 0,20

>;§ 0,10 A BA ® BAMi

| |

0 . |

0 1 2 3 4 5 6

Age de boue (j)

Figure 1.13: Comparaison entre BA et BAM de la production de boues (Ng et Hermanowicz 2004)

Peu de travaux comparent la production de boues engendrée par des réacteurs fonctionnant
dans les mémes conditions et alimentés avec la méme eau usée alors que cela est primordial,
en particulier a forts ages de boues. La comparaison des travaux de la littérature montre que
I’age de boues n’est pas le seul parametre influant sur la production de boues. Cicek et al.
(1999), par exemple, obtiennent une production de boues inférieure (0,22 kgmys.kgpco ') dans

un BA d’age des boues de 20 jours comparé a un BAME fonctionnant a 30 jours d’age des
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boues (0,27 kgmvs.kgpco™). Le taux de décroissance dans le BAM est donc plus faible que
dans le réacteur a boues activées alors qu’il fonctionne a un age de boues plus ¢élevé. L’age de
boues n’est donc pas le seul parametre influant sur la production de boues. Pour
comprendre les phénoménes impliqués dans la production de boues, il faut donc
également éclaircir le role respectif de la typologie de D’effluent, de I’écosysteme

biologique et de la membrane.

b. Role joué par les micro-organismes supérieurs

Parmi les micro-organismes supérieurs, les protozoaires sont des micro-organismes
unicellulaires eucaryotes. Toutes les formes de nutrition existent chez les protozoaires.
Toutefois, la majorité des especes est hétérotrophe. Ils ingeérent la matiére organique ou
agissent comme prédateurs des bactéries, des algues microscopiques ou d’autres protozoaires.
Pour la plupart d’entre eux, les bactéries constituent la base de la ration alimentaire. Ainsi,
Luxmy et al. (2000) montrent que dans un BAM une augmentation du nombre de prédateurs
correspond a une diminution du nombre de flocs de 10 um et a une diminution de la
population bactérienne de 1 um. En d’autres termes, les petits flocs (<10 um) contenant les
petites bactéries (1um) sont les plus sujets a la prédation. Les protozoaires participent donc a
la clarification de I’eau et peuvent intervenir dans la production de boues.

Ghyoot et Verstraete (1999) obtiennent une production de boues de 20 a 30% moins
importante avec un réacteur configuré en BAM (réacteur bi-étagé) alors que celui-ci
fonctionne a la méme charge massique et au méme age de boues (TSB=24-25 jours et
Cn=0,23-0,24 gDco.gMEg'l.j']), qu’un réacteur a boues activées bi-¢tagé. Cette baisse de
production de boues est reliée a la présence en quantité plus importante de protozoaires et de
métazoaires au sein du milieu biologique du BAM ; les phénoménes de prédation, ou les
bactéries actives ou inertes sont utilisées dans des réactions trophiques (comme source de
nourriture) sont alors augmentés. La lyse des cellules libére le matériel intracellulaire dans le
milieu biologique et fournit ainsi un substrat autochtone pour le métabolisme bactérien : la
production de boues observée est alors réduite.

Ratsak et al. (1994) rapportent ainsi une baisse de production de boues de 12% a 43% lors de
I’emploi de Tetrahymena pyriformis cilié (protozoaire) comme prédateur de Pseudomonas
fluorescens. Cicek et al. (1999) observent une plus grande quantité de ciliées (protozoaires) et
de Nématodes dans les boues venant d’un réacteur a boues activées (age de boues de 20 jours)
que dans un BAME (4ge de boues de 30 jours). Au final, ils trouvent une production de boues
moindre avec le réacteur a boues activées et 1’expliquent par la présence en plus grand

nombre de bactéries ciliées.
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c. Influence des caractéristiques de |'eau a traiter

Les caractéristiques de 1’eau a traiter influencent les valeurs de production de boues. Ainsi,
Ekama et Marais (1984) mettent en évidence I’importance de la teneur en matiére organique
particulaire dans 1’eau usée sur le rendement de production de boues. Ils constatent, par
exemple, que le traitement moyenne charge d’une eau usée non-décantée entraine une
production de boues de 0,8 a 1,0 mgMEs.ngBos_l contre 0,6 a 0,8 mgMEs.ngBo5'l pour une
eau usée décantée.

Salhi (2003), lors de la simulation d’un procédé biologique a rétention de biomasse par un
modele de mort/régénération (ASM1), a étudié I’influence de la fraction inerte des ERU (fx;)

sur la production de boues (Figure 1.14).

06

Yobs (gDCOboue.gDCOéliminée

o

0 5 10 15 20 25 30
Age de boue (j)

Figure 1.14 : Evolution du rendement de production des boues en fonction de 1’age de boues pour différentes
teneurs en matiére organique inerte (Xi) dans 1’eau a traiter — fx; = DCOjpereert/ DCOtorsrU

Pour un age de boues de 12 jours, une eau contenant 20% de composés inertes (Xi) conduit a
un Yeps de 0,43 gDCO.gDCOé]iminée_l contre seulement 0,35 gDCO.gDCOéhmmée'l si I’eau usée ne
contient que 10% de Xi. Il en ressort que la production de boues dépend du type d’effluent et

onc du substrat a traiter. La fraction "inerte" a notamment une influence majeure.
donc du substrat a traiter. La fraction "inerte" t. t fl

Concernant les matieres minérales particulaires, cette fraction de la boue est souvent estimée
par bilan matiere entre les matieres minérales entrantes et celles purgées avec les boues. Ceci
conduit théoriquement a une augmentation de la fraction minérale des MES avec 1’dge des
boues. Toutefois, Pollice et al. (2004) constatent que le rapport MMepée / MMpoye (MM étant
les matieres minérales en suspension) reste €gal a 44% sur toute la durée de fonctionnement
d’un BAM alimenté en eau usée municipale prédécantée. Ils concluent que la fraction de
composés minéraux inertes entrant dans le réacteur ne s’accumule pas dans les boues et est

probablement solubilisée en produisant des composés ayant une taille moléculaire leur
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permettant de passer a travers la membrane. Rosenberger et al. (2002) constatent ¢galement
un ratio MVS/MES constant et égal a 70% durant tout le fonctionnement d’un BAM.

Afin de solubiliser les matiéres particulaires présentes dans les boues, plusieurs auteurs ont
utilisé une désintégration physique ou chimique de la mati¢re. La solubilisation de la matiére
organique est associée soit a une lyse cellulaire soit a une déstabilisation de la matiére
particulaire difficilement hydrolysable. Ainsi, des méthodes thermiques (hydrolyse),
mécaniques (ultrasons, homogénéisateur a haute pression), chimiques et thermochimiques
(hydrolyse avec de I’acide sulfurique ou de la soude, oxydation...) ou biologiques (hydrolyse
enzymatique) ont démontré leur efficacité en matiere de réduction de la production de boues
(Salhi 2003). Cependant, ces méthodes engendrent parfois un colit élevé, une chute des

performances d’épuration et surtout la formation de sous-produits.

d. Role de la membrane

La présence de la membrane permet aux BAM de fonctionner avec des ages de boues
plus ¢élevés que dans les procédés classiques d’épuration. La production de boues est donc
réduite. On peut également se demander si la membrane permet de retenir des enzymes qui
sont lessivées dans les procédés conventionnels. En effet, Cicek et al. (1999) observent en
régime stabilisé une activité enzymatique des boues venant d’un BAME supérieure a celles
des boues d’un réacteur a boues activées. Aucune activité enzymatique n’est détectée dans
I’effluent du BAME contrairement a 1’effluent du réacteur a boues activées. Une partie de
I’activité enzymatique est donc perdue dans la fraction non décantable du réacteur a boues
activées contrairement au BAME. Ces auteurs montrent que les boues du BAME dégradent la
totalité des 96 substrats carbonés, contre 84% avec une boue du réacteur a boues activées. Le
BAME est donc capable de dégrader une plus large variété de substrats carbonés, ce qui peut
modifier les rendements de production de biomasse.

Signalons également que la membrane permet 1’accumulation de substances organiques de
petite taille (colloidalles et solubles) qui peuvent inhiber une partie de 1’activité enzymatique
de la deshydrogénase (activité déterminée par mesure de I’absorbance lors de la réduction du

2,3,5 triphényltetrazolium chloride (TTC)) (Huang et al. 2000).
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III. Caractérisation du colmatage

Ce paragraphe a pour objectif de faire le point sur 1’état des connaissances sur les phénomenes
de colmatage dans les bioréacteurs a membranes (Figure 1.15). Pour cela, nous décrivons dans
un premier temps les mécanismes de colmatage. Quels pourraient &tre les composés qui
colmatent, dans quels cas et comment le feraient-ils ? Dans un deuxiéme temps, nous nous
attachons a décrire I’influence de quelques parametres sur le colmatage. Pour chaque
paramétre étudié, nous décrivons sur quels mécanismes de colmatage celui-ci va agir. A
terme, ce chapitre doit aider au choix des paramétres a analyser pour décrire le colmatage, ce
qui fera I’objet du chapitre V de ce manuscrit, et fournir les €léments essentiels pour le

caractériser.

Compréhension du phénomeéne de . Différentes formes de colmatage?
colmatage ’ . Composés qui colmatent?

e [
Echelle macroscopique \
(Dépot, membrane) )
Echelle microscopique

(Etude des interactions
membrane-composés)

Echelle du procédé
(Productivité du systeme)

Descrlptlon des Daramétres . Influence des conditions de filtration?
—p . Influence des caractéristiques du milieu biologique?
. Influence de I’état physiologique de la biomasse?

influencant le colmatage

Choix des paramétres biologiques

et opératoires a étudier

v
CARACTERISATION DU COLMATAGE

Figure 1.15: Démarche suivie pour évaluer les possibilités de minimiser le colmatage
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1. Description des mécanismes de colmatage

Les bioréacteurs a membranes les plus étudiés reposent sur 1’utilisation de membranes
d’ultrafiltration ou de microfiltration. La perméation est assurée en appliquant un gradient de
pression de part et d’autre de la membrane. Il s’agit donc d’un procédé de filtration dit
"barométrique".

Pour ces procédés, lors de la filtration d’un solvant pur (eau) le flux de perméat est relié a la
pression transmembranaire (pression différentielle de part et d’autre de la membrane) par la
loi de Darcy :

L PTM (1.10)
" u.R

m

Avec F,: flux de perméat (m’.m?s™)
PTM : pression transmembranaire (Pa)
L : viscosité du perméat a la température de filtration (Pa-s)

Ru: résistance hydraulique de la membrane (m™)

Cependant, I'utilisation d’un milieu poreux comme les membranes est limitée par le
phénomene de colmatage, en particulier pour le traitement des eaux usées. Le colmatage se
traduit par une diminution du flux de perméat pour une filtration a pression constante, ou une
augmentation du gradient de pression lors d’une filtration a flux de perméat constant. Lors de
la filtration d’un fluide biologique, le colmatage intervient souvent dés les premiéres minutes
de filtration (Ueda et Horan 2000) et modifie la sélectivité de la membrane. Ueda et Horan
(2000) observent ainsi une augmentation rapide de 1’¢limination des virus (au bout de 10 min)
alors que leur taille est inférieure a celle des pores de la membrane (0,2 um pour les virus
contre 0,4 um pour les pores de la membrane).

Le colmatage résulte d’interactions physiques, chimiques et biologiques entre le milieu
biologique et le matériau membranaire et peut étre de nature inorganique (dépot de particules,
formation de struvite, de CaCOs, de précipité de sels...) et/ou organique (biofilm, EPS...)
(Judd 2004 ; Ognier et al. 2002).

Le colmatage se traduit par un écart a la linéarité¢ entre le flux de perméat et la pression
transmembranaire. La loi de Darcy n’est donc plus vérifiée. Ce phénomene est visible aprés

les premiéres minutes de filtration (Figure 1.16).
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Flux de perméat
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Figure 1.16: Flux de perméat et pression transmembranaire pour un solvant pur et pour un fluide réel

Le comportement d’un fluide réel lors d’une ultrafiltration ou micro-filtration est donc
différent d’un solvant pur. Dés qu’un fluide réel est filtré, deux valeurs de flux peuvent étre
définies :

- un flux limite (Fpiim) indépendant de la pression transmembranaire. Ce flux est le
flux maximal qu’il est possible d’atteindre.

- un flux critique (Fpcit) correspondant au flux au dela duquel commence a
apparaitre le colmatage. Pour certains auteurs, le flux critique correspond au flux a
partir duquel une baisse de la perméabilité des membranes est observée, c'est-a-
dire le flux en dessous duquel le rapport Flux/PTM reste constant (Field et al.
1995 ; Cho et Fane 2002a,b).

Il apparait que la notion de flux critique est différente suivant les auteurs. De plus, cette
notion est critiquable des lors que la filtration concerne des suspensions biologiques ou une
filtration frontale car le colmatage est alors inévitable et le flux critique tend vers 0. La
tendance actuelle est de considérer un flux soutenable, c’est-a-dire le flux qu’il est possible de
maintenir au cours de la filtration, en jouant sur certains paramétres opératoires (Howell
2004).

Lors de D’apparition du colmatage, une résistance additionnelle a celle de la membrane
apparait. Le flux de perméat peut alors étre décrit en utilisant le modéle des résistances en
série (I.11) :

PTM

F =
P H'(R]Tl +RC) (I'll)

Avec R, : résistance de colmatage (m™)

Il existe différentes formes de colmatage selon la nature de la matieére colmatante et son mode

d’interaction avec la membrane (Figure 1.17).
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dépdt de

/ particules

blocage des pores adsorption

Figure 1.17: Description des différents mécanismes de colmatage

Le dépot en surface de la membrane: les maticres en suspension au sein de la liqueur mixte
(particules, bactéries, etc...) sont soumises a différentes forces entrainant leur dépdt sur la
membrane ou au contraire provoquant leur rétrotransport (force de gravité, force de Van der
Waals, force de convection, force de flottabilité, etc...). Le dépot est constitué¢ de macro-
particules ou de micro-particules et peut piéger en son sein des composés solubles adsorbés
ou non qui relient des particules entre elles par des interactions de type électrostatique. Des
études récentes ont montré que le dépdt peut se structurer au cours de la filtration (croissance
d’un biofilm, compression du dépot, etc...)( Wiesner et al. 2004). Le dépot forme une
deuxieéme couche filtrante, dont la taille des pores peut étre inférieure a celle de la membrane
et dont la résistance s’ajoute a celle de la membrane (Ry,). Le dépdt contribue donc a la fois a
limiter la perméabilit¢ de la membrane et a augmenter la rétention de certains composés.
Ainsi, Huang et al. (2000) notent la présence de substances solubles de masse molaire
inférieure a 3 kDa, c’est-a-dire présentant un diamétre moléculaire entre 0,001 et 0,01 um,
dans le surnageant des boues d’'un BAM équipé de membranes de 0,1 um de diametre des

pores.

En filtration frontale et en 1’absence de prévention contre le colmatage, la résistance a la
filtration due au dépot (exclusion stérique ou adsorption sur giteau) est souvent supérieure a
celle due a I’adsorption sur la membrane (Chang et al. 2001). Dans le cas de Chang et al.
(2001), c’est-a-dire lors d’une filtration frontale d’une boue (dge de boues = 10 jours ;
F/M = 0,19 kgpco.keves i) sous 1,4 bars, dans une cellule de filtration agitée (140 rpm), le

1

LA e . 1o - . 1ol
dépot engendre une résistance d’environ 30.100° m™ contre environ 0,4.100° m™ pour

I’adsorption sur le matériau membranaire.
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Par ailleurs, dans le cas spécifique de la filtration d’une eau usée, un dépot de type biologique
est observé. Sa force d’adhésion et sa morphologie dépendent d’un grand nombre de facteurs
liés a la membrane (hydrophobicité¢, matériau, porosité, etc...), aux micro-organismes
(especes, hydrophobicité, phase de croissance, etc...) et aux conditions physico-chimiques et
hydrodynamiques (pH, température, pression, vitesse d’écoulement, etc...). Le dépdt formé
est issu de la colonisation par les micro-organismes de la surface de la membrane et provoque
la formation d’un biofilm. Flemming et Schaule (1988) rappellent que méme lorsqu’une
cellule bactérienne est morte, elle peut adhérer au matériau membranaire. Dans ce cas, la
"colonisation" de la membrane par les bactéries ne s’effectue plus grace a la croissance

bactérienne, mais par des mécanismes tels que 1’adsorption.

Les especes microbiennes du biofilm peuvent étre différentes de celles de la liqueur mixte
(Jinhua et al. 2004). Les micro-organismes du biofilm sécreétent des exopolymeres qui tendent
a structurer le dépdt et facilitent son adhésion au matériau membranaire. Ainsi, Jinhua et al.
(2004) mettent en évidence la présence de ’espece Xanthomonas au sein du biofilm, alors
qu’elle est absente de la solution filtrée. On observe alors une production de gomme de
Xanthan, polysaccharide a haute masse moléculaire responsable de la cohésion, de la
structuration et de 1’adhésion du biofilm. Ces exopolymeéres s’inseérent dans les interstices

entre les particules du dépot et augmentent sa résistance a la filtration (Hodgson et al. 1993).

Le blocage de pores : 11 s’agit ici d’une obstruction des pores de la membrane par des espéces
particulaires ou colloidales, de fagon partielle ou totale. Il peut se produire a I’intérieur des
pores par des composés de taille inférieure ou voisine a celle des pores et concerne
uniquement les membranes de microfiltration. Le blocage des pores dépend de la taille et de
la forme relative des particules et des pores ainsi que des conditions hydrodynamiques au

voisinage des pores et au sein du milieu biologique.

L’adsorption : elle est due aux interactions d’ordre physico-chimiques entre certaines especes
et la membrane. Elle correspond a la formation d’une ou plusieurs couches moléculaires a la
surface du matériau membranaire ou sur/dans le gateau de filtration. Il y a alors un
changement de densité et de taille des pores d’ou une modification du transfert de soluté au
travers du milieu filtrant. Ce type de colmatage est dit irréversible car il ne peut étre éliminé
de la membrane par des méthodes hydrauliques. Les interactions rencontrées ici sont

généralement fortes et nécessitent des lavages chimiques pour la régénération des membranes.

64



Les paramétres influencant [’adsorption monocouche ou multicouche correspondent
généralement a ceux qui réduisent la stabilité des molécules et du matériau :
-la nature du matériau : 1’adsorption des solutés sur le matériau membranaire est
souvent plus importante pour une membrane hydrophobe comparée a une membrane
hydrophile (Chang et al. 2001). Crozes et al. (1994), en comparant la filtration d’une
solution a 30 mg.L" de dextran avec celle d’une solution 4 30 mg.L" en acide
tannique, montrent qu’une membrane hydrophobe est plus sensible a I’adsorption des
composés organiques qu’une membrane hydrophile,
-la polarit¢ des molécules: Crozes et al. (1993) observent une adsorption de
Tyo dextran dix fois plus faible que celle d’acide tannique lorsqu’ils filtrent de telles
solutions & des concentrations allant de 10 a4 40 mg.L™,
-la concentration en ¢lectrolytes: 1’absence ou la trop grande concentration
d’¢électrolytes conduit a des modifications de I’intensité de I’adsorption,
-le pH : une modification du pH de la solution change également la charge de surface
des molécules et de la membrane,
-la polarisation de concentration : ce facteur déplace les équilibres d’adsorption et

accélere leurs cinétiques (voir définition en fin de paragraphe).

Aux phénomeénes de colmatage se superpose un autre mécanisme pouvant modifier le
transfert de matiére dans les membranes d’ultrafiltration. Il s’agit de la polarisation de
concentration. Ce phénomene résulte de I’accumulation de solutés (substances dissoutes tels
que des sels, des macromolécules) a la surface de la membrane induisant dés le début de la
filtration un gradient de concentration entre la paroi de la membrane et la solution ; un
équilibre entre 1’apport de matiere par le flux convectif (sous I’action du flux de perméat) et la
rétrodiffusion (sous I’effet du gradient de diffusion) s’établit pour donner lieu a la polarisation
de concentration. Si la concentration en soluté au voisinage de la membrane atteint la limite
de solubilité, ces molécules précipitent et forment un dépot ou un gel suivant le type de
molécules. Par conséquent, tout parametre modifiant la limite de solubilité¢ de 1’espece (pH,

température, etc...) aura une répercussion sur la polarisation de concentration.

Le colmatage est donc provoqué par différentes espéces, avec des mécanismes variés, et
induit des changements importants des propriétés filtrantes de la membrane. Deux types de
colmatage sont définis:

» Colmatage réversible : ce colmatage est éliminé par simple lavage hydraulique

ou a I’air, ou par rétrolavage a 1’eau (passage du fluide en sens inverse de celui
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utilisé¢ lors de la filtration) et permet surtout d’éliminer le dépot en surface
(lorsque les forces d’adhésion sont faibles) et le bouchage des pores.

» Colmatage "irréversible" : il ne peut étre éliminé que par une modification
importante des propriétés thermodynamiques du systéme, c’est-a-dire, un
apport d’énergie chimique pour rompre les liaisons molécules

adsorbées/membranes.

I1 est a noter que les mécanismes de colmatage pourraient également étre différenciés suivant
le type d’interactions (hydrophobe, électrostatique, etc...) entre les composés et le matériau
membranaire. Tsuneda et al. (2003) donnent un exemple d’interactions pouvant exister entre
membrane et particules apres avoir étudié¢ les relations existantes entre les propriétés de 27
souches de bactéries hétérotrophes et leur adhésion sur des billes de verre de 0,1 mm. Méme
si les interactions décrites ici ne concernent pas les membranes, cet exemple permet de rendre
compte du type de liens pouvant exister entre un matériau et un milieu biologique. Tsuneda et
al. (2003) constatent que suivant la quantité d’EPSji présents au sein des souches, deux
modes d’interactions entre billes de verre et cellules peuvent exister :
-interactions électrostatiques : ce type d’interaction a lieu des lors que la quantité en
EPSji¢s est faible. Une relation linéaire est obtenue entre le potentiel zéta des cellules et
le pourcentage de cellules retenues sur les billes. Les billes étant chargées
négativement (-29 mV) lorsque le potentiel zéta passe de =50 a 0 mV, le pourcentage
de cellules retenues par les billes passe de 10 a 50%.
-interactions polymeriques : ce type d’interactions intervient surtout lorsque la quantité
d’EPS est élevée (supérieure a 100 mg.gcellules-l)- Une forte corrélation existe entre la
quantité¢ d’hexose et de pentose, c’est-a-dire les polysaccharides, et le pourcentage de
cellules adhérées. Les polysaccharides a la surface des cellules agissent alors comme
des polyélectrolytes adsorbés a la surface des cellules. Les groupements hydrophobes

et polaires des EPS pourraient alors intervenir dans ce type d’interactions.

Lors de la description des interactions intervenant dans le colmatage, nous nous sommes
surtout focalisés sur celles existant entre le matériau membranaire et le milieu biologique. Il
faut également rappeler que ces mémes interactions peuvent exister entre "particules" et

participer a la structuration du dépot.
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2. Parametres influengant le colmatage

Le colmatage est li¢ a un ensemble d’interactions faisant intervenir le milieu
biologique (les débris cellulaires, les exopolymeres, les bactéries libres, les flocs, les
précipités) et la membrane (nature chimique, porosité, géométrie). L’étendue et 1’intensité des
interactions dépendent également des conditions opératoires de filtration et de
I’hydrodynamique du systéme. Ce paragraphe traite donc successivement de 1’influence des
caractéristiques de la membrane et des conditions opératoires (partie procéd¢) puis de

I’influence des caractéristiques du milieu biologique (partie bio-chimie) sur le colmatage.

a.Influence des conditions de filtration

a.1 Nature chimique et physique de la membrane

La nature chimique du matériau membranaire ainsi que sa porosité ou sa géométrie ont
une influence sur les mécanismes de colmatage.

L’hydrophobicité du matériau apparait notamment comme un parametre clé pour la rétention

de composés et I'intensité du colmatage. Ainsi, Chang et Lee (1998) lors de la filtration a
pression constante (1,4 bar) et sous agitation (140 rpm) de boues ayant des temps de séjour
différents, montrent que la résistance du colmatage externe par une boue activée est lice aux
propriétés de surface du matériau membranaire (filtration des boues dont la concentration en
MES a été ajustée & 3,5 g.L' — filtration jusqu’a un facteur de concentration volumique de 5)
(Tableau 1.14).

Tableau I.14: Lien entre résistance du géteau et propriétés de surface d'une membrane lors de la filtration d'une
boue (Chang et Lee 1998)

Résistance du gateau (*1 0" m?)

Membrane YM30 Membrane PM30
Age de boues (j)
(30 kDa) (30 kDa)
3 72 110
8 31 45
33 9 22

Hydrophobicité : YM30 : membrane totalement mouillée — PM30 : angle de contact de 66°
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Ainsi, quel que soit I’age des boues entre 3 et 33 jours, la résistance du gateau de filtration est
la plus élevée pour la membrane la plus hydrophobe. Chang et Lee (1998), lors de la filtration
d’une boue moussante (foaming), observent également une résistance du gateau supérieure
pour la membrane la plus hydrophobe. La quantité de matiére déposée et/ou la structuration
du dépdt sont donc différentes suivant la nature chimique de la membrane. Augmenter le taux
de rétention de composés peut entrainer une structuration différente du dépot, en particulier
dans le cas de dépdts compressibles et réciproquement, changer les caractéristiques du dépot
peut modifier le taux de rétention de certains composés. Ainsi, Chang et al (2001), avec la
méme cellule de filtration et les mémes conditions opératoires que précédemment (voir ci-
dessus) et des membranes de méme seuil de coupure (30 kDa), constatent que lors de la
filtration de boues ayant des états physiologiques différents (boue moussante, foisonnement
des boues, boue en phase de croissance exponentielle, boue en phase endogene, etc...), la
membrane la plus hydrophobe (angle de contact égal a 66°) présente un taux de rétention de la
DCO soluble supérieur a la membrane trés hydrophile (lors du dépdt d’une goutte d’eau sur la
membrane celle-ci est totalement mouillée).

L’hydrophobicité de la membrane peut donc modifier les performances d’un procédé
membranaire et la nature chimique de la membrane peut déterminer en partie la propension

d’une membrane a colmater.

La taille des pores de la membrane a également une influence sur le colmatage. En effet, le

diamétre des pores de la membrane détermine le taux de rétention des composés. Ainsi,
’utilisation d’une membrane d’ultrafiltration a la place d’une membrane de microfiltration
peut provoquer la rétention de plus petits composés. L’effet du diametre des pores sur le
colmatage est donc, a priori, surtout visible dans les premiers instants de la filtration car
ensuite la rétention est surtout dictée par les caractéristiques du dépot. Hong et al. (2002), lors
de la filtration d’une suspension biologique avec des membranes fibres creuses en polysulfone
constatent une vitesse initiale de chute du flux de perméat accrue quand le diametre moyen
des pores augmente (0,0lpm; 0,1um; 10kDa et 30kDa). Cette chute rapide est due au

blocage des pores durant la phase initiale de filtration.

De méme que le diamétre des pores, la configuration des membranes modifie les mécanismes

de colmatage. Ainsi, Hong et al. (2002) constatent que, lors de la filtration externe/interne
avec un faisceau de fibres tendues, la chute initiale du flux de perméat est plus élevée qu’avec

le méme faisceau ou les fibres sont libres et peuvent bouger. L’utilisation d’une membrane
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plane a la place d’une membrane fibre creuse entraine ¢galement une différence de colmatage,
a cause de la différence des propriétés hydrauliques au voisinage de la membrane.

En conclusion, beaucoup de facteurs liés a la nature chimique, physique de la membrane et a
sa configuration influencent les mécanismes et l’intensit¢ du colmatage. Le choix des
caractéristiques de la membrane dans le but de minimiser le colmatage reste délicat. Ce choix
doit se faire au cas par cas et dépend des caractéristiques du milieu biologique et des

conditions opératoires adoptées.

a.2 Les conditions opératoires de filtration

Pour s’opposer au colmatage, des actions curatives ou préventives doivent étre
effectuées. La prévention du colmatage passe notamment par le choix difficile des conditions
opératoires de filtration. Loin d’étre exhaustif, ce paragraphe dégage les principaux
parametres opératoires devant étre optimisés ou influant sur le colmatage. L’optimisation des
parametres doit permettre d’éviter ou de retarder le colmatage tout en préservant la viabilité

économique du procédé.

e Choix du flux de perméation

Le choix de ce paramétre s’avere primordial pour I’optimisation du procédé (Germain
et al. 2004 ; Gui et al. 2002). Il influence notamment la dynamique du colmatage a court
terme et a long terme (vitesse de colmatage). Dans un BAMI, lors des phases de filtration,
toute 1’eau entrant dans le systéme est éliminée sous forme de perméat. Toutes les particules
et colloides et une partie des composés solubles sont retenues par I’ensemble membrane +
dépot. 11 y a donc lors de la filtration une accumulation de matiére qui génere un colmatage
croissant au cours du temps. Pour une filtration a flux constant ceci peut se traduire par une
augmentation de pression transmembranaire au cours de la filtration.

Plus le flux de perméat imposé est grand, plus I’accumulation de matiére est forte et donc plus
le colmatage sera important, les autres conditions opératoires étant constantes.

Certains auteurs ont clairement montré que, pour un milieu biologique donné, la vitesse de
colmatage augmente avec le flux de perméat (Ognier et al. 2002, Germain et al. 2004). Par
exemple, Gui et al. (2002) trouvent que pour des concentrations en MES, de 1 g.L™' ou de
10 g.L"', le facteur influencant le plus la vitesse de colmatage dans un BAMI traitant de I’eau
usée domestique est le flux de perméat : augmenter le flux de 3 2 10 L.h".m™ augmente la
vitesse de colmatage. Cependant, a des flux élevés, le colmatage interne peut avoir lieu plus

rapidement.
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Pour de faibles flux (aux alentours de 10 L.h™".m™ dans le cas de Germain et al. 2004 avec une
membrane de diamétre de pores de 0,1 um (Figure 1.18), le transfert par convection de la
biomasse vers la membrane peut dans certains cas devenir négligeable et le colmatage

progressif est alors essentiellement dli aux composés solubles, aux précipités et au biofilm.

0O Ug=0,07 m.s' y=0,014e%!4
31 O0Ug=0,10m.s! y=0,008e%15*
A Ug=0,13ms? y=0,016e%1x

Vitesse de colmatage (mbar.min!)

0 5 10 15 20 25 30 35
Flux de perméat (L.h"!.m?)

Figure 1.18: Evolution de la vitesse de colmatage en fonction du flux de perméat (Germain et al. 2004)
— Ug : vitesse de I’air — filtration pendant 15 minutes

En outre, travailler a des flux extrémes entraine une perte de productivité du procédeé :
- faible flux : colmatage souvent retardé mais flux global faible, donc procédé extensif,
- flux ¢élevé : flux instantané €élevé mais nécessité¢ d’arréts fréquents de la production

pour décolmater.

Depuis quelques années, la tendance est de faire fonctionner les BAM plutdt a de faibles flux
de maniere a limiter le colmatage. Les conditions de perméation recherchées sont alors des
conditions dites "sous-critiques". Le flux critique correspond au flux en dessous duquel aucun
colmatage n’est observé.

En pratique, dans les BAMI pour des eaux résiduaires urbaines les flux critiques sont trés
faibles (entre 2 et 10 L.h™".m™) et souvent de ’ordre de grandeur de la précision sur la mesure
du flux de perméat.

Germain et al. (2004) trouvent qu’au-dessus d’un flux critique ou flux transitoire (flux a partir
duquel I’augmentation de la vitesse de colmatage devient exponentielle), 40% de la variation
de la vitesse de colmatage est expliquée par le flux de perméat (Fp en L.h'.m?), la
concentration en MES (MES en g.L'l), la concentration en carbohydrates des EPSji

(EPScarbohydrate €0 mMg. gmes) et la vitesse superficielle de ’air (Ug en m.s) (Equation 1.12).

Vit colmatage = -3,26 + (0,11 Fp) + (0,09 MES) + (0,11 EPScarbonyarate) — (8,53 Ug)  (1.12)
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Au-dessous de ce flux transitoire, ils n’obtiennent aucune relation entre les différents
paramétres et la vitesse de colmatage. De fagon générale, la connaissance des comportements
pour des flux "sous-critiques, reste assez méconnue. Le flux de perméat doit €tre optimisé afin
de maintenir en relation avec d’autres parameétres du procédé (en particulier I’aération) une
productivité satisfaisante du procédé, c’est-a-dire que I’on vise maintenant a atteindre des

objectifs de flux dits "soutenables".

e Choix de I’'intensité de [’aération

L’injection d’air sous forme de grosses bulles dans le compartiment concentrat est
régulierement employée pour limiter ou prévenir le colmatage des membranes.
Cette aération agit sur le colmatage externe, c’est-a-dire sur le colmatage plutdt réversible
(Hong et al. 2002). L’effet de 1’aération est donc fortement corrélée avec la concentration en
MES et le flux de perméat ; I’impact de ’aération augmente lorsque la concentration en MES
(Gui et al. 2002) et le flux transmembranaire augmentent (Figure 1.18), ces deux parametres

favorisant un colmatage par dépdt de particules.

A faible concentration en MES (1g.L" pour Gui et al. 2002) ou faible flux de perméat (entre 5
et 10 L.h"".m™ pour Germain et al. 2004), le colmatage est surtout dii aux composés solubles,
c’est-a-dire reléve plutdt d’un mécanisme d’adsorption ou de blocage des pores. Par

conséquent, dans ces conditions 1’aération influence peu la vitesse de colmatage.

En revanche, pour des flux de perméat élevés (33 L.h".m?), Germain et al. (2004) constatent
qu’augmenter la vitesse d’aération de 0,07 m.s™ 4 0,13 m.s" entraine une baisse de la vitesse
de colmatage de 10,6 kPa.h™ a 1,98 kPa.h™. Pour leur part, Hong et al. (2002) filtrent dans un

BAMI, pendant 350 minutes, une suspension biologique (5 gmes. L") a travers une membrane

2

fibres creuses en polysulfone (0,1pm). L’augmentation du débit d’air de 1,2 m’>.mnembrane.h”’

\ -2 -1 . . 7 \ . -1 2
45,0 m>.m™ pemprane.h”’ permet de maintenir un flux de perméat a environ 35 L.h™'.m™ contre

20 L.h™'.m™ pour I’ancien débit.

Gui et al. (2002), dans un BAMI équipé de chicanes, trouvent un débit d’air optimum de
70,6 m>.m ™ membrane.h permettant de minimiser la vitesse de colmatage (filtration pendant 24h
avec un BAMI alimenté par de I’eau usée domestique fonctionnant a 10 gyes.L™"). En
revanche, en dessous de ce débit d’air, les forces de cisaillement et le rétrotransport des

particules a la surface de la membrane diminuent et favorisent le dépot des particules.
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Cependant, une augmentation du débit d’aération, méme pour de fortes concentrations en
MES, n’est pas forcément synonyme d’une baisse du colmatage. En effet, le débit d’aération
doit étre optimisé car au-dela d’un certain niveau, qui est différent d’une installation a une
autre, aucune baisse de la vitesse de colmatage n’est obtenue (Hong et al. 2002). Au contraire,
au-dela d’un débit d’aération, il est parfois constaté un colmatage accru (Gui et al. 2002). Ceci
peut étre di a deux phénomeénes différents :

- une mauvaise répartition de I’air avec des zones d’écoulement préférentiel qui

conduisent a un mauvais décolmatage d’une partie du module,

- un cassage des flocs par les forces de cisaillement.

e Choix du temps de filtration et de relaxation

Le fait de stopper séquentiellement la filtration (ou succion) peut ralentir le
phénomene de colmatage. Le durée durant laquelle la filtration est arrétée est appelée temps
de relaxation. Les durées de relaxation et de filtration classiquement utilisées avec les BAM
de traitement des eaux résiduaires urbaines varient respectivement entre 2-15 minutes et 10-
45 minutes (Ahn et al. (2000), Albasi et al. (2002), Hong et al. (2002)).

Lors de I’arrét de la filtration, certaines particules peuvent étre rétrotransportées grace au
gradient de concentration ou a 1’aération a la surface de la membrane. Par exemple, Hong et
al. (2002), lors d’une filtration intermittente a 20 kPa (45 min de succion a 20 kPa / 15 min
d’arrét) d’une boue a 4,0+0,2 gMEs.L’l, observent une chute initiale du flux de perméation
moins importante que lors de la filtration continue (les conditions opératoires sont identiques
pour les deux expériences). La succion intermittente fait chuter le flux de perméat de 90 a
40 L.h".m™ alors que la succion continue entraine une chute de 90 a environ 20 L.h”".m™. Le

flux stabilisé est d’ailleurs inférieur pour une filtration continue.

En résumé, I’augmentation du temps de filtration ou la diminution du temps de relaxation
provoquent une augmentation de la vitesse de colmatage (Gui et al. 2002). Le séquengage de
la filtration doit donc étre optimisé. De plus, méme un ratio identique entre le temps de
filtration (tf) et le temps de relaxation (tg) peut conduire a des vitesses de colmatage
différentes comme Ahn et Song (2000) le démontrent dans une expérience de filtration par
intermittence a 20 L.h"".m™. Lors d’une premiére expérience, la boue a été filtrée durant
10 minutes suivies par un arrét de la filtration durant 0,5 minute. Lors de la deuxiéme
expérience, la boue est filtrée durant 30 minutes suivie par 2 minutes de relaxation. Au cours
de ces expériences, la liqueur mixte, continuellement agitée a 350 rpm est filtrée dans un

BAMI équipé de fibres creuses de microfiltration (diamétre moyen des pores de 0,1 pm) en
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polyéthyléne. Dans les 2 expériences le ratio entre le temps de relaxation (tr) et celui de
filtration (tr) est égal a 0,05-0,06. Cependant, le temps de succion maximal entraine une
augmentation de la PTM plus rapide. En effet, au bout de 20 minutes de filtration, la pression
transmembranaire est d’environ 80 kPa pour 1’expérience avec le temps de succion maximal
contre environ 15 kPa pour I’autre. Deux conclusions ressortent de ces expériences :

- le ratio tr/tyn’est pas le parameétre a optimiser pour limiter le colmatage.

- un temps de filtration trop long engendre probablement une restructuration du

dépot a la surface de la membrane et rend difficile son élimination.

En conclusion, afin de limiter le colmatage dans un BAM, I'utilisation d’une filtration
intermittente peut étre une solution partielle. Cependant, les temps de relaxation et de

filtration devront étre optimisés.

b. Influence des caractéristiques chimiques et physico-chimiques
du milieu biologique

Au-dela des conditions de filtration, les propriétés intrinséques du milieu biologique
agissent sur le colmatage. Pour preuve, Flemming et Schaule (1988) observent que les
bactéries Pseudomonas fluorecsens adheérent plus lentement sur les membranes en
polysulfone, polyamide et acétate de cellulose que Pseudomonas vesicularis. L’affinité entre
bactéries et matériau membranaire dépend donc également de 1’espéce bactérienne concernée.

Par extension, elle dépend donc des caractéristiques du milieu biologique.

b.1 Nature et composition de I'effluent a traiter

Le paragraphe L.I sur la caractérisation du milieu biologique montre notamment que
I’origine et la composition de I’effluent a traiter influencent les propriétés des flocs. Par suite,
cela influence également le colmatage. Ainsi Chang et Lee (1998) montrent qu’une boue
limitée en apport en azote posséde une résistance au colmatage inférieure a une boue ordinaire
alors que la distribution granulométrique est quasiment la méme. Ils expliquent ce résultat par
les quantités différentes en EPS dans ces deux types de boues. La boue limitée en azote

possede une concentration en EPS moindre par rapport a I’autre boue.
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b.2 Importance relative des matiéres particulaires et
solubles - les produits microbiens
Lors de la filtration d’une eau usée, il est intéressant de connaitre quelle fraction de la
boue participe prioritairement au colmatage. En effet, savoir quel est, du surnageant ou des
flocs, celui qui est le principal responsable du colmatage, permet de prédire les mécanismes
de colmatage intervenant et donc d’y remédier.
Cependant, il semble difficile de connaitre par avance le principal responsable du colmatage,
tant les conditions opératoires des BAM et les méthodes de détermination du colmatage sont

diverses. Ainsi, beaucoup d’études aboutissent a des résultats en apparence contradictoires

(Tableau I.15).

Tableau I.15: Part de chaque constituant d’une boue dans la résistance du colmatage

Age de la boue Solubles Colloides Flocs
() (%0) (%0) (75)
Bouhabila (1999) 20 26 50 24
Defrance et al. (2000) 60 5 30 65
Ognier et al. (2002) 3,5 3-15 85-97

Dans le cas de Bouhabila (1999) la fraction soluble est obtenue par addition de 250 mg.L"
d’Al>(SO4)3 au surnageant d’une centrifugation a 4500 rpm pendant 1 minute. Dans le cas de
Defrance et al. (2000), la fraction soluble est obtenue par addition de 0,4 g.L”' de FeCl; au
surnageant d’une boue ayant décantée. Enfin, Ognier et al. (2002) obtiennent le surnageant
des boues par centrifugation a 2 G. En outre, la définition donnée a chacune des fractions
change suivant les auteurs ; les méthodes et les conditions opératoires pour déterminer la
résistance au colmatage sont différentes (filtration dans une cellule de filtration ou dans un
BAM, agitation du milieu biologique ou non, membranes différentes, etc...). Au final, il
apparait que la comparaison entre des expériences visant a déterminer la contribution des
constituants d’'une boue au colmatage s’avere trés délicate. Il faut également noter qu’il est
difficile d’apprécier I’intensité du colmatage due a une fraction de la boue. En effet, le
colmatage fait intervenir des interactions entre composé€s ; c¢’est pourquoi la résistance a la
filtration d’un constituant pris isolément n’est pas la méme que celle de ce méme constituant
au sein de la boue. Enfin, un colmatage par les flocs semble moins problématique a 1’heure

actuelle car ce colmatage, principalement externe, peut étre plus facilement limité.
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Il semble possible de distinguer deux mécanismes de colmatage suivant la concentration en
MES des boues :

- A faible concentration en MES, le principal colmatage est engendré par les
composés solubles et est essentiellement dii a 1’adsorption. Ainsi des auteurs
comme Hong et al. (2002), filtrant des boues activées dans un BAMI (membrane
en polysulfone de 0,1 um de diamétre de pores) opérant & 20 kPa, ne trouvent
aucune relation entre MES et colmatage. En effet, [’augmentation de la
concentration d’une boue, de 3,6 a 8,4 gMEs.L'l, n’entraine pas de différence dans
la chute du flux de perméat. Dans ce cas précis, le colmatage n’est visible qu’a
long terme et est engendré principalement par les composés solubles.

- A concentration en MES ¢levée, le colmatage est principalement externe. Shimizu
et al. (1996) constatent une chute importante du flux de perméat (de 8,3 a
0,8 L.h".m™) lorsque la concentration en MES passe de 5 a 20 g.L”" (succion a
30 kPa, débit d’air sous la membrane tubulaire de diamétre de pores égal a 0,1 um,
de 7,2 m>m>h™"). De méme, Gui et al. (2002) lors de la filtration d’une boue a
1 gues.L" et 10 gues.L™' montrent que le flux critique (flux & partir duquel ils
observent une augmentation soudaine de la vitesse de colmatage) passe
respectivement de 8 2 5 L.h™".m™ (membrane en polyéthyléne de diamétre de pores

égal a 0,1 um).

Le surnageant et les flocs participent donc tous les deux au colmatage. La prépondérance de
I’une ou I’autre des fractions sur le colmatage dépendra entre autre de la concentration en
MES, du flux de perméat appliqué, et des conditions opératoires du systéme. Parmi les
composés présents a la fois dans le surnageant et dans les flocs, les exopolymeéres semblent
jouer un rdle important sur le colmatage.

Les exopolymeres facilitent 1’adhésion des bactéries sur la membrane et structurent le dépot.
En effet, les micro-organismes adsorbés sur le matériau membranaire se répliquent et
sécrétent des exopolymeres qui lient les cellules entre elles (Lewandowski et Beyenal 2004).
La résistance engendrée par ce biofilm est généralement supérieure a celle d’un dépot sans
exopolymere. En effet, Hodgson et al (1993), aprés traitement de bactéries a "EDTA
(PEDTA ¢élimine les substances extracellulaires telles que les protéines et les
polysaccharides), constatent que la résistance au colmatage est inférieure a celle du dépot de

bactéries non traitées.
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En ce qui concerne les EPS présents au sein des flocs de la suspension biologique, leur
relation avec le colmatage semble compliquée. En effet, alors que des auteurs comme Reid et
al. (2004) ou Rosenberger et al. (2002) ne trouvent aucune relation liant la filtrabilité des
boues et la teneur en EPS des flocs, d’autres comme Mikkelsen et Keiding (2002) montrent
par des analyses multi-variables que la filtrabilit¢ des boues est améliorée lorsque la
concentration en EPS des flocs augmente. Au final, les relations liant les EPS)i¢s au colmatage
sont assez dé¢licates a ¢établir. Les méthodes d’extraction, les gammes de concentration en
EPS, les conditions de filtration sont différentes et ne permettent pas de déterminer de
corrélations ni de reégles générales.

En ce qui concerne les EPS solubles, leur participation au colmatage est également discutable.
Des auteurs comme Bouhabila (1999), par comparaison de la filtrabilité d’une boue et de son
surnageant, les considérent comme les principaux responsables : pour eux, une augmentation
de la teneur en polymeéres dans le surnageant se traduit souvent par une augmentation du
pouvoir colmatant des boues. Par contre, Lee et al. (2003) ne trouvent aucun parameétre
(quantité totale en EPS solubles, carbone organique dissous, angle de contact) influant sur le
potentiel colmatant du surnageant, dans les conditions de filtration étudiées.

Certain auteurs relient le colmatage a des paramétres globaux de caractérisation du surnageant
comme le COT (Carbone Organique Total). Huang et al. (2000) suivent I’évolution de la
filtrabilité de boues prises dans un BAMI alimenté en eau usée synthétique. Deux litres de
boue sont directement introduits dans un module de filtration équipé d’une membrane plane
(0,1 um; 0,03 m?) puis une pression constante est appliquée sur la liqueur mixte (25 a
40 kPa). Durant les 30 minutes de filtration, le perméat est réintroduit au sein de la liqueur
mixte et son débit enregistré. Le BAMI est stabilisé en biomasse avec une boue en teneur en
MES constante (3 4 4 g.L™"). Huang et al. (2000) observent une corrélation entre la valeur du
flux de perméat quasiment stabilisé aprés 20 minutes de filtration, et la teneur en COT du
surnageant obtenu par centrifugation a 4000 rpm pendant 15 minutes suivie par une filtration

sur filtre 0,45 um (Figure 1.19).
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Figure 1.19: Relation entre le flux stabilis¢ et la concentration en COT du surnageant (Huang et al. 2000)

Ces expériences montrent donc que I’accumulation de substances solubles au sein de la
liqueur mixte a un effet négatif sur la perméabilité de la membrane (substances qui sont entre

autre composées d’EPS solubles).

Parmi les EPS solubles, les protéines semblent jouer un réle important. Mukai et al. (2000)
filtrent le surnageant de diverses cultures biologiques se trouvant en phase de croissance
stationnaire (Boue activée, S.natans KRN-A2, S.natans SY-1). Suivant le type de culture, le
surnageant est obtenu par centrifugation a 6000 ou 8000 rpm pendant 20 a 30 minutes puis
filtration sur 0,45 pum. Ils constatent que plus la rétention de protéines solubles par la
membrane est élevée, plus le colmatage est important (membrane polysulfone, 50 kDa).
Ainsi, le flux stabilisé obtenu lors de la filtration de la boue activée est inférieur a celui des
deux autres cultures (flux de perméat relatif égal a 0,24 pour KRN-A2, 0,32 pour SY-1 et 0,20
pour la boue activée). Il serait donc intéressant de savoir si cette rétention élevée des protéines
est due a leur masse moléculaire et/ou a leurs propriétés de surface.

Cependant, les protéines ne sont pas les seules responsables du colmatage par les composés
solubles. Pour preuve, Lesjean et al. (2004) établissent une relation linéaire liant la vitesse de
colmatage dans un BAMI et la concentration en polysaccharides, mesurée en équivalent

glucose, du surnageant (Figure 1.20).
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Figure 1.20: Relation entre vitesse de colmatage et concentration en polysaccharides du surnageant de boues de
BAMI fonctionnant a 8 jours d’4ge de boues (Lesjean et al. 2004)

Jarusutthirak et al. (2002) apres filtration, a 4,8 bar pour une membrane NF (0,2 kDa) et
3,4 bar pour une membrane UF (8 kDa), de la fraction colloidale (fraction obtenue par
filtration sur membrane de dialyse de 3500 Da), puis analyse ATR-FTIR (Attenuated total
reflection-Fourier transform spectroscopy) de la membrane colmatée montrent que le
"gateau/couche de gel" est principalement composé de protéines, polysaccharides et sucres
aminés. Le dépdt obtenu apres filtration de la fraction transphilique et hydrophobe montre

¢galement que celui-ci est composé de polysaccharides et de protéines.

b.3 Distribution de la taille des particules et flocs

Il est certain que la taille des particules et des flocs influence les phénomenes de
colmatage. Suivant la taille des particules, I’intensité de chacun des types de colmatage
(blocage des pores, adsorption, dépdt) sera différente
Cicek et al. (1999) filtrent sous vide une boue venant d’'un BAM externe et d’un procédé a
boues activées. Les boues du BAME ont un diamétre moyen d’environ 4 um contre 20 a
120 um pour le procédé a boues activées. La résistance spécifique de ces deux boues est de
2,4.10" mkg" pour la boue de BAM et 2,1.10"* m.kg" pour la boue du réacteur a boues
activées. Ces résultats montrent que la différence de filtrabilité entre les deux boues pourrait
étre lice a la taille des flocs. Toutefois, ces deux procédés ne fonctionnent pas au méme age de
boues (30 jours pour le BAM contre 20 jours pour le procédé¢ a boues activées conventionnel),
et il est donc délicat d’attribuer uniquement la différence de résistance a la filtration a la

différence de taille de particules.
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Lim et Bai (2003) étudient I’influence de la taille et des caractéristiques des flocs lors de
rapides tests de filtration dans un BAMI équipé de membranes fibres creuses en PVDF de
0,1 um de diametre de pores. IIs comparent ainsi la filtration a pression constante d’une boue
foisonnante avec une boue granulaire, issues de réacteurs alimentés en eau usée synthétique,
fonctionnant a des ages de boues de 10 jours. La concentration en MES de ces boues est de

3,5 g.L". L’évolution du flux de perméat est reportée sur la figure 1.21.
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Figure 1.21 : Chute du flux du perméat lors de la filtration d’une boue granulaire et d’une
boue foisonnante (Lim et al. 2003).

La différence de performance de filtration de ces boues est attribuée a leur différence de
distribution granulométrique. La boue foisonnante, avec une distribution granulométrique
plus large (1-200 um) et centrée sur environ 30 um, colmate beaucoup plus rapidement que la
boue granulaire (distribution granulométrique entre 10 et 200um centrée sur 100um). Ceci
met en évidence I’intérét potentiel des boues granulaires ou floculées et montre clairement
que les MES contribuent de maniere significative au colmatage.

Enfin, Reid et al. (2004) trouvent une relation linéaire entre la perméabilité des membranes
(diametre de pores de 0,4 um) et la racine carrée du diamétre moyen des flocs. Lorsque le

diamétre des flocs passe de 5 & 17 um, la perméabilit¢ des membranes passe de 300 a
600 L.h"'.m? bar".

b.4 Propriétés de surface des flocs

Le colmatage résulte d’interactions entre le matériau membranaire et la matiere issue
du milieu biologique. Les propriétés de surface des composés présents au sein du milieu

biologique vont donc agir sur les forces d’adhésion ou de répulsion entre les composés et la
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membrane. Tout facteur qui modifiera les propriétés de surface des flocs modifiera donc les

mécanismes du colmatage.

Par exemple, la température et le pH d’une solution peuvent agir sur le colmatage puisqu’ils

influencent la charge de surface des particules et leur solubilité. L’eau usée est constituée
d’une multitude de composés comme par exemple les protéines. De part et d’autre du point
1soélectrique, la charge de surface et la configuration de ce type de molécules changent. Les
interactions ¢électrostatiques avec la membrane vont donc étre modifiées ; par suite, la
structuration et le mécanisme de colmatage également.

Ainsi, Shiau et al. (2004) lors de la filtration d’une solution de protéines (sérum bovin
albumine) a pH égal a 5 constatent une augmentation soudaine de la pression au bout de 7
heures de filtration alors qu’au méme moment, la pression augmente progressivement avec
une solution "identique" a pH égal a 7. Une observation au microscope montre qu’a pH égal a
5, le dépot a la surface de la membrane évolue au cours du temps et forme au bout de 6 heures
de filtration une couche uniforme. Le dép6t a pH égal a 5 est donc compressible. En revanche,
a pH égal a 7, les photos au microscope montrent que le dépot est en permanence formé
d’agrégats. En résumé, a pH égal a 5, les protéines sont proches de leur point isoélectrique, les
forces de répulsion électrostatique sont donc plus faibles qu’a pH égal a 7, le dépdt de
protéines peut donc plus facilement étre comprimé. Cet exemple montre donc que le pH peut
influencer la structuration et la compressibilit¢ d’un dépdt de particules car il en modifie
notamment les charges de surface.

De plus, le pH, au méme titre que la température peut également entrainer la dénaturation de
protéines et donc modifier les mécanismes de colmatage. Il est a noter que la modification des
propriétés de surface des particules par la température ou le pH aura également une
implication sur les cinétiques d’adsorption des composés sur la membrane. Enfin, le pH et la
température peuvent également entrainer une modification de la solubilité d’une molécule. En
effet, Ognier et al. (2002) constatent que lors d’une augmentation du pH ou de la température,
la pression transmembranaire augmente brutalement. Cette instabilit¢ des performances
hydrauliques s’explique par la cristallisation puis le dépdt de particules de CaCOs a la surface
de la membrane ou a I’entrée des pores. En effet, la dénitrification qui prend place au sein du
réacteur biologique produit des ions carbonates (COs>) et hydroxydes (OH) qui précipitent
lors d’une augmentation du pH ou de la température. Or, la solubilit¢ de CaCO; diminue
quand la température augmente. Cet exemple est trés intéressant car il montre que lors du
lavage des membranes, pour éliminer une partie du colmatage il faut trouver le couple pH-

température optimal pour dissoudre les précipités. Dans le cas de Ognier et al. (2002), dés lors
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que des solutions acides ou a pH sont utilisées, elles permettent la dissolution des précipités
inorganiques.

Enfin, une propriété de surface comme I’hydrophobicité du floc va également jouer sur le

mécanisme et I’intensité du colmatage. Une analyse statistique permet a Lee et al. (2003) de
lier 'intensité du colmatage aux caractéristiques des flocs présents dans un BAMI alimenté en
eau usée synthétique (membrane en polypropyléne de diametre de pores 0,4um). Ils montrent
que ’augmentation de la quantité de protéines extraites (de 29,9 a 35,7 mg.guvs ™), du rapport
protéines extraites / carbohydrates extraits (de 0,91 a 1,22), de I’hydrophobicité (d’un angle
de contact de 34,4 a 44,4°) ou de la charge de surface des flocs (de —0,43 a —0,66 méq. ngs'l),
augmente la résistance de colmatage due au flocs. Comme il a été vu dans le chapitre
précédent, une augmentation de la concentration en protéines dans les exopolymeres des flocs
a pour conséquence une augmentation de 1’hydrophobicité du floc. De méme, augmenter le
rapport protéines/carbohydrates revient soit a augmenter la quantité de protéines, c’est-a-dire
augmenter [’hydrophobicité du floc, soit diminuer la quantité de carbohydrates (hydrophiles)
c’est-a-dire diminuer 1’hydrophobicité du floc. En résumé, I’hydrophobicité du floc apparait

comme un parametre important du colmatage.

En conclusion, il apparait que les polyméres solubles ou insolubles des boues interviennent
soit dans la structuration du gateau de filtration, soit lors de I’adsorption sur le matériau

membranaire ou le dépot. Leur role dans le colmatage reste cependant a définir et préciser.

c. Etat physiologique de la biomasse et charge appliquée

c.1 Viabilité et carences nutritives

Une carence nutritive des micro-organismes influence leur capacité¢ d’adhésion au
matériau membranaire. En effet, Flemming et Schaule (1988) constatent que quel que soient
le matériau membranaire et le type de cellules testées (Ps. Vesicularis, Ac. Caldoacetidus,
Staph. Warneri), les cellules en carence nutritive montrent une plus faible tendance a adhérer
a la membrane que les cellules avec une alimentation normale. Par exemple, la mise en
contact durant 4h sans filtration, de Ps. Vesicularis avec des membranes en polysulfone,
polyethersulfone, polyamide ou polyetherurée conduit a une densité¢ de cellules sur les
membranes comprise entre 10° & 7.10° cellules.cm™ pour les cultures en carence nutritive, et
entre 3,7.106 et 7,6.10° cellules.cm™ lorsqu’elles sont normalement alimentées. La capacité
d’adhésion a la membrane reste bien sir dépendante du type de cellule et de matériau. De

plus, les résultats de Flemming et Schaule (1988) montrent que non seulement la masse de
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bactéries adsorbées est différente suivant I’état de carence nutritive de la culture, mais qu’en
plus la structure du dépot I’est également. En effet, les cultures souffrant d’une carence
nutritive forment de petits agrégats a la surface des membranes alors que les cultures sans
carence couvrent la totalité de la surface membranaire. Cependant, ces tests d’adhésion ont été
effectués avec des cultures préalablement lavées. Les éventuels polyméres solubles sont donc
¢liminés avant le test. Or, les polymeéres des flocs ou du surnageant participent au colmatage.
Il faut donc lier la phase de croissance des bactéries a la production de polymeres et au
colmatage. Par exemple, une croissance en phase endogene est généralement associée a une
augmentation de la concentration en exopolymeéres des flocs (Chang et Lee 1998). Quelles
sont alors les répercussions sur le colmatage ? Chang et Lee (1998) trouvent que lors de la
filtration sur membrane hydrophobe (angle de contact égal a 66°) d’une boue en phase de
croissance endogéne, la résistance du gateau de filtration est de 82.10"' m™ contre 42.10"" m™
pour celle d’une boue en phase de croissance logarithmique. Ils aboutissent aux mémes
conclusions avec une membrane hydrophile. La résistance au colmatage serait donc plus
¢levée pour une boue en phase de croissance endogene ce qui est attribué a une quantité plus
importante d’EPSy;¢s dans cette boue.

Par ailleurs, la différence dans Dl’intensit¢ du colmatage, d’une boue se présentant sous
différents états de croissance, peut également dépendre du surnageant de la boue. En effet,
Mukai et al. (2000), lors de la filtration du surnageant de boues activées dans une cellule de
filtration a pression constante (40 kPa), montrent que la chute initiale du flux de perméat est
la moins brutale pour le surnageant de la boue en phase de croissance logarithmique (par
comparaison avec un surnageant de boue en phase de croissance stationnaire ou de déces). Le
surnageant est obtenu par centrifugation a 6000 ou 8000 rpm pendant 20 a 30 minutes puis
filtration sur membrane ,45 um. Le flux relatif de perméat se stabilise également a des valeurs
plus élevées que pour les autres surnageants : Fp gupilis¢ phase logarithmique / FP initial = 0,5 ;
FD stabitisé phase stationnaire / FP initial = 0,16 5 FP stabitisé phase déces / FP initial = 0,20.

Ils montrent ainsi que suivant 1’état de croissance d’une boue, la qualité de son surnageant
sera différente et engendrera un colmatage spécifique. La perméation sur gel a 220 nm
effectuée sur le surnageant de la boue montre que d’une phase de croissance a une autre, la
distribution des masses moléculaires des composés solubles fluctue. Ainsi, lors d’une
filtration, la quantité en EPS solubles mais également leur masse moléculaire interviennent

dans le colmatage.
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c.2 Age de la boue

Comme il a ét¢ vu dans le chapitre sur la caractérisation du milieu biologique, ’age
d’une boue va influencer la viabilité, le taux de croissance et la production d’EPS des micro-
organismes et ceci pourra affecter le colmatage.

En regle générale, pour des membranes d’ultrafiltration, 1’dge de boues influence la résistance
au colmatage principalement parce qu’elle influence le taux d’EPS produit dans le milieu

biologique. Ainsi, Chang et Lee (1998) étudient les liens existant entre la résistance du gateau

de filtration et ’age d’une boue, lors d’une ultrafiltration dans une cellule pressurisée a

1,4 bar (agitation de 180 rpm) (Tableau 1.16).

Tableau I.16: Lien entre résistance du gateau de filtration et age de la boue (Chang et al. 1998)

Résistance du gateau (¥10".m™)
Age de EPS);s Membrane YM30 | Membrane XM50 | Membrane PM30
la boue (j) | (mgmvys. gMES'J ) (30 kDa) (membrane | (50 kDa) (angle de (30 kDa) (angle de
totalement mouillée)” contact de 59°) contact de 66°)
3 268 72 95 110
8 244 31 33 45
33 213 9 11 22

* Hydrophobicité de la membrane déterminée par mesure de 1’angle de contact entre une goutte d’eau et la
surface de la membrane -~ extraction thermique des EPS liés (100°C, 1h)

Plus I’age des boues augmente, plus la résistance du gateau de filtration diminue, quelle que
soit la membrane utilisée (diamétre des pores compris entre 30 et 50 kDa pour les trois
membranes en cellulose YM30, copolymeére acrylique XM50 ou polysulfone PM30). Passer
de 3 jours a 33 jours d’age de boues fait passer la résistance du giteau de 110.10" a
22.10" m™ pour la membrane la plus hydrophobe (mesure effectuée lorsque la filtration
atteint un facteur de concentration volumique de 5).

Cependant les auteurs ne précisent pas le temps d’acclimatation de chaque boue aux nouvelles
conditions opératoires. Nous ne savons donc pas si les boues ont atteint un état stable. Or,
pour un age de boues donné, les caractéristiques du milieu biologique et donc sa filtrabilité
évoluent au cours du temps (Bouhabila 1999). Cela peut éventuellement expliquer que
certains auteurs constatent des variations de filtrabilit¢ d’un surnageant de boue lorsque son
temps de séjour varie. Les résultats fournis par Bouhabila (1999) rejoignent ceux de Lee et al.
(2003) qui utilisent un BAMI pour évaluer le réle de chaque constituant du milieu biologique
sur le colmatage des membranes. IIs diluent les boues avec leur surnageant afin de se ramener

a une concentration en MES de 3g.L". Ils constatent que la résistance au colmatage du
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surnageant, obtenu par centrifugation a 366 rad.s’ durant 5 minutes, reste identique au
environ de 3.10" m™, quel que soit I’dge de la boue compris entre 20 et 60 jours

(Tableau 1.17).

Tableau I.17 : Résistances de diverses fractions de la boue a différents temps de séjour (Lee et al. 2003)

Resistance (m’l)

Age de boue (j) Surnageant Boue
20 2.9.10" 7.9.10"
40 2.6.10" 9.2.10"
60 3.1.10" 10.8.10"

Au contraire, plus 1’dge de la boue augmente plus la résistance au colmatage due a la totalité
de la boue augmente. En conclusion, la contribution relative du surnageant sur le colmatage

de la membrane est plus élevée a faible temps de séjour des boues.

IV. Conclusion

Ce chapitre bibliographique a permis de retenir les parametres a analyser pour étudier les
interactions entre une membrane et le milieu biologique lors de leur mise en ceuvre pour le
traitement d’eaux usées domestiques dans un systéme type bioréacteur a membranes
immergées aéré. Dans cette étude nous allons nous focaliser sur les interactions
membrane/boue dans I’objectif de déterminer comment pour un systéeme donné (BAMI avec
un type de membrane fixé) la membrane et les conditions opératoires du bioréacteur et de la
filtration peuvent modifier les propriétés physico-chimiques du milieu biologique et
comment, réciproquement les propriétés du milieu biologique peuvent agir sur le colmatage.

Les aspects influence de la filtration sur 1’activité biologique et influence de 1’aération sur le

colmatage ne seront pas traités dans ce manuscrit. Ils font 1’objet de la thése de Marie-Carmen

Espinosa-Bouchot en cours au LIPE actuellement.

L’¢étude bibliographique a permis de souligner I’importance de certains parameétres :
-opératoires : age de boues, flux de perméat, pression transmembranaire, température
-physico-chimiques du milieu biologique : concentration en MES, DCO, taille des
flocs, EPS liés et solubles, pH, indice de boue ou décantabilité des flocs.

Une analyse quotidienne de ces parametres sera réalisée. Cependant, pour pouvoir étudier les

spécificités du milieu biologique type BAMI, il faut le comparer avec une boue de référence.
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Ainsi, afin d’étudier I’influence de la membrane sur les propriétés d’une boue, le BAMI sera
comparé avec un procédé a boues activées fonctionnant dans les mémes conditions (méme
age de boues et méme concentration) et alimenté avec le méme effluent.

Par ailleurs, 1’étude bibliographique, montre que les EPS liés et solubles semblent jouer un
role important dans le colmatage et la structuration des flocs mais que les résultats obtenus
dépendent fortement de la méthode d’analyse étudice. Il est donc important qu'un protocole
de détermination des EPSji¢s et des EPSqoupies S0it mis en place. Il apparait également que les
mécanismes de colmatage liés aux polymeres sont encore inconnus. Plusieurs questions
restent donc en suspens : quel type d’EPS agit sur le colmatage ? Est-ce que se sont les EPSy¢s
ou les EPSsoubles qui interviennent ? S’ils interviennent, comment le font-ils ? Et enfin, est-ce
que la nature chimique des exopolymeres (polysaccharides, protéines, substances humiques)
est un facteur important dans le colmatage ?

D’autre part, les exopolymeres sont également responsables de la cohésion et de la
structuration des flocs et de leurs propriétés de surface. Ils ont donc un role majeur dans la
caractérisation du milieu biologique. Cependant, 1’étude bibliographique montre que les
relations qui lient les exopolymeres, les caractéristiques du floc et le colmatage restent floues.
Quels sont les liens entre les exopolymeres et le diametre des flocs ou I’indice de boues ?
Lesquels de ces paramétres sont importants en terme de colmatage ? Les chapitres suivants

ont pour but d’amener des éléments de réponse a ces questions.
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CHAPITRE II

MATERIEL ET METHODES







Ce chapitre décrit les deux procédés biologiques utilisés dans cette étude (bioréacteur
a membranes et procédé a boues activées) et les moyens mis en oeuvre pour analyser le
colmatage et les spécificités des boues. Le matériel et les méthodes analytiques utilisés sont

présentés ainsi que les caractéristiques de 1’eau usée d’entrée.

I. Description des procédés biologiques

Dans cette étude, deux procédés sont étudiés en parallele et ont nécessité la conception
et la réalisation de deux pilotes : un pilote a boues activées et un pilote de type bioréacteur a
membranes immergées. Ces deux pilotes fonctionnent en parall¢le avec une alimentation
identique en eau résiduaire urbaine dont les caractéristiques seront détaillées au paragraphe

suivant.

1. Le pilote a boues activées

Le pilote a boues activées (BA) est constitu¢ d’un réacteur cylindrique (16 L),

thermostaté a 20°C et d’un décanteur cylindro-conique de 2,4 L (Figure II.1).

R

(L T AN
e goc | ° °
7/ . / 7/ = ‘
Cuve réfrigérée =
ERU 1 B
Air 4 .
Décanteur

4&

Figure I1.1: Schéma du procédé a boues activées

L’alimentation du réacteur en eau résiduaire urbaine (ERU) s’effectue au moyen d’une pompe
péristaltique a raison de 1 L.h"'. La surverse placée dans le réacteur permet de maintenir
constant le niveau de liquide tandis que le surplus de boue alimente le décanteur. Le
surnageant de décantation est éliminé par trop plein et les boues sont recirculées dans le
réacteur a un débit de 1,5 L.h"'. Le maintien d’un 4ge de boues constant est alors assuré par

une purge quotidienne des boues du réacteur.

86



Le milieu biologique du réacteur est agité par un agitateur a 4 pales. L’aération séquencée
(1h30 de fonctionnement puis 1h30 d’arrét) s’effectue au moyen d’un tube percé disposé en
spirale au fond du réacteur. Le débit d’aération est ajusté pour maintenir une concentration en
oxygéne dissous au sein des boues, comprise entre 0 et 6 mg.L". La concentration en oxygéne
est nulle lorsque I’aération est stoppée et égale a 6 mg.L" lorsqu’elle fonctionne. La
température, la concentration en oxygene ainsi que le pH sont enregistrés en permanence par

ordinateur.

2. Le bioréacteur a membranes immergées (BAMT)

Le BAMI (Figure I1.2) est composé d’un réacteur (16 L) thermostaté a 20°C dans

lequel sont immergées des fibres creuses disposées sous forme de U.

(2 Eau traitée

T
A
rr\ﬁ Capteur de
niveau
A 4°c J
Cuve réfrigérée
Tube perforé
en inox
@ o _><» Purge
Air Aération fines bulles @
B

Aération grosses bulles

Figure 11.2: Schéma de principe du BAMI

La filtration est effectuée de 1’extérieur des fibres vers I’intérieur en aspirant a un débit de

1 L.h' le perméat & I’aide d’une pompe péristaltique.
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L’empotage des fibres (Tableau II.1) fournies par la société Polymem est disposé au point

haut du réacteur.

Tableau II.1: Caractéristiques des membranes fibres creuses du BAMI

Matériau Polysulfone
Perméabilité a 20°C (L.h™.m”.bar™) 200
Surface membranaire (m?) 0,2
Diametre des pores (um) 0,2
Diametre externe des fibres (mm) 0,72
Diameétre interne des fibres (mm) 0,38
Longueur des fibres (mm) 750
Nombre de fibres 68

Le débit d’alimentation est régulé a partir de capteurs de niveau pour maintenir constant le
volume de liquide au sein du réacteur.

Une aération séquencée (fonctionnement 1h30 / arrét 1h30) située au bas du réacteur permet
de fournir I’oxygeéne nécessaire aux micro-organismes. Le débit d’aération est régulé
manuellement pour avoir une concentration en oxygene dissous au sein de la boue comprise
entre 1 et 6 mg.L™". La concentration est égale a environ 1 mg.L" lors de I’arrét de I’aération
et égale a 6 mg.L™" lors de son fonctionnement. Un deuxiéme systéme d’aération est placé au
bas du réacteur sous le faisceau de fibres : ’air passant au travers de deux trous perforés le
long d’un tube inox (Figure IL.2) permet d’obtenir en continu de grosses bulles (20 L.h™ soit

1.m'3réacteur). Ces débits sont relativement faibles par

2,8.10'5 m>.s m embrane OU 35. 10* m’.s
rapport a ce qui est habituellement trouvé dans la littérature. Ainsi, Gander et al. (2000)
mentionnent des débits de 1’ordre de 6,9.10™ m>.s™".membranc (9,5.10'3 m’ .S-l.m-3réacteur) ou
Lee et al. (2003) de 3,3.10'4 m3.s'1.m'2mm]Jrane (4,7.10'3 m3.s'1.m'3réacteur). Ces bulles ont pour
objectif de lutter contre le colmatage en surface de la membrane.

La température, le pH, la concentration en oxygéne, le débit et la pression de succion sont
enregistrés en continus.

Durant toute cette étude, le pilote a fonctionné sans aucun rétrolavage automatisé et
régulier afin de pouvoir étudier les effets du colmatage sur le milieu biologique et la

filtration. Le BAMI fonctionne donc en filtration frontale externe/interne avec une

alimentation semi-continue d’ERU et sans rétrolavage séquentiel. De plus, les purges
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quotidiennes ont lieu lors des phases d’aération du réacteur afin d’avoir une boue

homogéne.

3. Récapitulatif des conditions opératoires

Pour les différentes périodes de fonctionnement des réacteurs, les valeurs moyennes de
la charge volumique appliquée et des temps de séjour des boues sont présentées dans le

tableau I1.2.

Tableau I1.2: Récapitulatif des conditions opératoires du BAMI et du BA a 1’état stabilisé

Systéeme Période (j) v, (kgpco.m™ ™) TSB™ (j)

1 I 1-52 I 0,59 I 9,2
B4 | 2 0 msa7 . o0se L 320
""""" 3 2830 0 0s0 143

1 1-52 0,59 9,8
""""" 2 sa7 L o0se L 32
Bamr | T 00
T Y
""""" 4 0 3040 . 0s L s30

*Cv, : charge volumique appliquée — “TSB : temps de séjour des boues

Les deux réacteurs (BA et BAMI) sont alimentés en eau résiduaire urbaine (ERU) avec le
méme débit (1 L.h™"). Par conséquent :
- la charge volumique appliquée (Cy,) est identique pour les deux réacteurs lors
d’une méme période de fonctionnement (Tableau I1.2),

- le temps de séjour hydraulique est constant et égal a 16 h durant toute I’étude.

Par ailleurs, le BAMI et le BA sont totalement ré-ensemencés au démarrage des périodes 1 et
2, alors que la période 3 est dans la continuité de la seconde période car seul le débit de purge
est modifié. Enfin, une 4°™ période débute pour le BAMI, aprés une vidange accidentelle de
60 a 70% des boues du réacteur et son ré-ensemencement partiel avec les boues du procédé a
boues activées.

Pour chaque nouvel ensemencement les boues proviennent d’une station d’épuration de

Toulouse (Ginestou) dont la concentration en MES est comprise entre 2,5 et 3 g.L™.
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IT. Caractéristiques de |'eau résiduaire urbaine

L’eau résiduaire urbaine (ERU) alimentant les réacteurs est prélevée dans le réseau
d’assainissement de la ville de Toulouse. L’eau collectée deux fois par semaine (le mardi et le
vendredi a 9 heures) subit un dégrillage (5-8 mm environ) et une décantation statique de 30
minutes avant son stockage dans des cuves réfrigérées a 4°C. Le tableau II.3 regroupe les
concentrations moyennes en MES, MVS et DCO de ’ERU durant toutes les périodes de

fonctionnement des réacteurs.

Tableau I1.3: Caractéristiques moyennes de I'eau usée d'entrée

1-52 | 128-217 | 218-319 | 320-420

Périodes (J) 3/06-24/07  08/10-05/01 | 06/01-16/04 | 17/04-26/07

MES (mg.L™) 1534317 | 160£25 | 212428 | 182424
 MvSmery | 8420° | 133426 | 183425 | 148515
 MVSMES | 0845004 | 083007 | 086:004 | 0812005
 DCO e (mglh) | 395439 | 377442 3531 361432
 DCO yoeuaire (mg L) | 46830 | 20121 | 20839 | 20433
DCO st (mgL) 149517 176223 116:34 | 132420

" Moyenne effectuée sur deux valeurs - - Boue filtrée sur filtre 0,45 pm

Les concentrations moyennes en MES, MVS et DCO varient sensiblement d’une période de
fonctionnement a une autre et au sein d’'une méme période. L’eau usée d’alimentation étant de
I’eau usée réelle, ses caractéristiques changent suivant 1’activité humaine et les saisons. Le
rapport MVS/MES est égal a 0,84+0,05 sur I’ensemble de 1’étude tandis que la DCO totale
moyenne est de 364+59 mg.L"'. Par ailleurs, une concentration maximale en DCO ne
correspond pas obligatoirement a une concentration maximale pour les MVS. Par exemple, en
géme

hiver, période du 218 au 31 jour, la concentration en MES et MVS augmente alors que la

DCO soluble ainsi que la DCO totale diminuent.
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III. Techniques analytiques mises en oeuvre

1. DCO/MES/MVS

La méthode utilisée pour déterminer la DCO se référe a la norme AFNOR NFT 90-
101. Dans cette étude, la DCO totale correspond a la DCO déterminée sur I’échantillon brut
alors que la DCO soluble se réfere a un échantillon préalablement filtré (GF6 Glasfaser
Rundfilter chez Schleider & Schuell — filtre 0,45 pm).
La détermination des MES et MVS est réalisée suivant respectivement les normes AFNOR
90-105 et AFNOR 90-029. Si I’échantillon est un effluent de sortie de réacteur il est filtré sur
filtre de 0,45 pm de diametre moyen des pores (GF6 Glasfaser Rundfilter chez Schleider &
Schuell) ; si I’échantillon est ’ERU ou la boue de réacteur, il est centrifugé pendant 15

minutes a 4200 G et 20°C.

2. Indice de boue

L’indice de boue (IB) ou indice de Mohlman (IM) représente le volume occupé par une boue
apres 30 minutes de décantation et ramené a la concentration en MES du test (Equation I1.1).

[MES],,

Avec : IB : indice de boue (mL.g™)
V30 : volume du décantat aprés 30 minutes de décantation (mL)

[MES]est : concentration en MES du test (g.L'l)

Cette mesure est effectuée dans une éprouvette en verre de 1L en 1’absence de vibration. La
valeur de Vjo doit étre inférieure a 30% du volume initial de boue afin d’éviter toutes
interactions entre particules pendant la phase de décantation (Jenkins et al. 1984). Si tel n’est
pas le cas, les boues sont diluées avec le surnageant des boues. Une valeur d’indice de boues
comprise entre 150 et 170 mL.g" est considérée comme une limite maximale pouvant
caractériser une bonne décantabilit¢ (Forster 1985). Cependant, ’indice de boues est un
parametre "hybride" qui ne dépend pas que de la vitesse de chute mais caractérise aussi

I’épaississement de la boue c’est-a-dire la capacité du lit de boue a se compacter (Figure I1.3).
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Figure I1.3: Régimes de sédimentation

Quatre zones de sédimentation sont distinguées :

1. Coalescence : dans cette zone la floculation des particules prend place.

2. Décantation en masse : les flocs décantent ensemble a la méme vitesse, constante
au cours du temps.

3. Zone de transition : la densité des flocs devient importante, les flocs se rencontrent

lors de leur chute et ces interactions ralentissent la sédimentation des agrégats.

4. Compression : le milieu est trés concentré et I’ensemble des particules se comporte
comme un milieu poreux. Si la matiére est compressible les boues se compactent en
¢liminant 1’eau libre et leur concentration augmente. Cette phase caractérise donc la

capacité de la boue a s’épaissir et est liée a la densité et a la déformabilité des flocs.

Enfin, directement aprés la fin des 30 minutes du test de sédimentation, la turbidité est
mesurée sur le surnageant de la décantation a 1’aide du turbidimeétre HACH Ratio XR
Turbidimeter (Gamme de mesure 0-2000 NTU, incertitude de mesure égale a 20% sur

I’échelle 0-20 NTU ou 20-200 NTU ou 200-2000 NTU).

3. Analyse granulométrique

La mesure de la taille des flocs est déterminée avec un granulomeétre Mastersizer 2000
(MALVERN Instruments SA). Cette technique repose sur la propriété des matériaux a
diffracter la lumiére. Toutes les particules éclairées par un faisceau laser diffractent la lumicre

dans toutes les directions avec une répartition d’intensité qui dépend de leur taille.
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Les lois propres au phénomene de diffraction ne sont facilement applicables que dans
certaines conditions :

- les particules sont sphériques, homogeénes, isotropes,

- les mouvements des particules sont aléatoires,

- les particules sont suffisamment ¢loignées les unes des autres,

- le milieu est transparent et ne présente pas d’absorption du faisceau laser.

Dans la pratique, un échantillon de boue diluée avec I’eau de sortie des réacteurs
préalablement filtrée sur 0,2 pm, est inject¢ dans une cellule de mesure éclairée par un
faisceau laser (Figure 11.4). L’échantillon est aspiré¢ dans la cellule de mesure grace a une
pompe péristaltique située en aval de la cellule. Les boues ne sont donc pas soumises a un
cisaillement dii au pompage avant la mesure. La lumicre diffractée par 1’échantillon est

collectée par une lentille et focalisée sur un détecteur placé dans le plan focal de cette lentille.

Pompe
péristaltique

Lentille Lenﬁi}]e
laser : = :_:""\"',',ﬁi’_:::-,:,,: Détecteur
Cellule de
/2 mesure
Echantillon

Figure I1.4: Schéma de principe du granulomeétre

Dans cette étude, I’indice de réfraction du dispersant est considéré égal a 1,330 et correspond
a l’indice de réfraction de I’eau. Quant aux flocs biologiques, ils sont constitués
principalement de mati¢re organique, c’est pourquoi I’indice de réfraction choisi ici est celui
utilisé classiquement pour ces composés, soit 1,596 (Lambert S. 2000).

Pour tous les résultats fournis, au minimum 3 analyses sur le méme échantillon sont
effectuées. Le logiciel intégré a 1’appareil (Mastersizer 2000) donne alors la distribution
granulométrique en volume, en nombre ou en surface des flocs en considérant les particules

sphériques (Figure IL.5).

93



< |
\q‘)/ 8 T .“ :
g 1% i
=) o |
g 6 - . ° !
c . |
2 4 - * ° |
i) o ° |
E 2] O dpic % |
‘% '.. i .. :
Y 0 T Lol ! : ..? Y
1 10 100 1000 10000

Taille des particules (um)
Figure I1.5: Exemple de distribution granulométrique d'une boue de BA

Cette distribution permet d’évaluer le diametre correspondant au pic de la distribution et le
diamétre moyen. Les distributions granulométriques obtenues sur nos échantillons de boues
¢taient pratiquement toutes symétriques et unimodales. Le diameétre correspondant au

maximum du pic est donc tres proche du diametre moyen des flocs.

Par ailleurs, le granulometre Mastersizer 2000 (Malvern) permet d’obtenir la dimension
fractale des flocs. Elle correspond a la capacit¢ d’un objet a remplir I’espace et est
classiquement comprise entre 1,7 et 2,5 pour des flocs biologiques. Une dimension fractale
¢levée correspond a un floc compact alors qu’une faible valeur indique un floc plutét poreux.

La dimension fractale est liée a la masse de I’agrégat et a sa taille (Equation I1.2).

M(R) o< R (11.2)

Avec M(R) : masse de I’agrégat
R : taille de ’agrégat

Dr : dimension fractale

En pratique, lors du passage d’une solution contenant des particules a travers un faisceau
lumineux, les particules dispersent la lumiére. L’intensité de la lumicre dispersée et les

valeurs du vecteur d’onde permettent alors d’obtenir la dimension fractale (Equation I1.3).

I(q)e< q'Df (I1.3)
Avec I : intensité dispersée

q : vecteur d’onde
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Le vecteur d’onde (q) est défini d’apres 1’équation 11.4 :

q = 4m n/A sin (6/2) (IL.4)

Avec n: indice de réfraction du floc
A : longueur d’onde

0 : angle de dispersion (donné par la société¢ Malvern)

Ainsi, la dimension fractale est obtenue en tracant I’intensité dispersée en fonction du vecteur

d’onde. La pente de la courbe représente alors la dimension fractale (Figure 11.6).

2

o
Log (1)

Log ()

Figure 11.6: Exemple de calcul de la dimension fractale

Cette méthode d’estimation de la dimension fractale est correcte pour des flocs de taille

inférieure a 200 pm (Guan et al. 1998).

4. Evaluation de la filtrabilité d'une boue

Le pouvoir colmatant des boues est déterminé a I’aide d’un systeme de filtration a
membranes immergées (Figure 11.7) fonctionnant avec de petits volumes d’échantillons de
boues (2L).

La boue biologique introduite dans le systéme est aérée (2 L.min™") au moyen d’un petit fritté
situé au bas du réacteur. Le réacteur est thermostaté a la méme température (20°C) que celle
régnant dans le BAMI et le BA.

La succion a travers les membranes identiques a celles utilisées dans le BAMI (Tableau 11.4)

s’effectue a un débit constant par une pompe péristaltique.
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Chapitre II : Matériel et Méthodes

Tableau I1.4: Caractéristiques des membranes (Polymem)

Matériau Polysulfone
Type Fibres creuses
Perméabilité a 20°C (L.h™.m”.bar™) 700
Surface membranaire (m?) 0,1
Diametre des pores (um) 0,2
Diametre externe des fibres (mm) 0,72
Diametre interne des fibres (mm) 0,38

Figure I1.7: Photo du réacteur
membranaire

a. Calcul de la vitesse de colmatage

La vitesse de colmatage est évaluée en mesurant 1’évolution au cours du temps de la
pression transmembranaire pour différents flux de succion fixés. De facon pratique, un
nouveau débit de succion est fixé toutes les 10 minutes pendant lesquelles la pression
transmembranaire et la température du perméat sont relevées (Figure 11.8a). A la fin des 10
minutes de filtration, le débit de succion est directement augmenté.

Le flux de perméation a 20°C est évalué¢ par mesure du débit de perméat (Equation I1.5) et en
corrigeant la viscosité de I’eau en fonction de la température réelle mesurée (Texp) :

_ AV HPaep
POYO T S AL g,

(IL5)

Avec : Fy ooy : flux de perméation a 20°C (m’.m™.s™)
AV : volume de filtrat recueilli pendant le temps At (m°)
At : temps (s)
S : surface de filtration (m?)

U : viscosité dynamique du perméat (Pa.s)
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La viscosit¢ de I’eau a une température donnée (T en °C), est évaluée en utilisant la

formule I1.6 (Serra 1996) :

(20-T)
=1,002exp| 3,056 ———— I1.6
Her) p{ (T+105) (IL.6)

Ensuite, connaissant a tout moment, la valeur de la pression transmembranaire, il est possible
de calculer la valeur de la résistance au colmatage en utilisant le modele des résistances en
série (Equation I1.7). La résistance initiale de la membrane a été déterminée préalablement

avec de I’eau ultrafiltrée.

v B PTM
Pero 2000 R, +R¢)

(IL.7)

Avec : Fj 20°c) : flux de succion a 20°C (m3 .m'z.s'l)
Wo°c) : Viscosité dynamique du perméat a 20°C (Pa.s)
PTM : pression transmembranaire (Pa)
Rm et R¢: respectivement résistance de la membrane et résistance de

colmatage (m™)

Ainsi, pour chaque flux de perméat maintenu stable, une augmentation de la pression
transmembranaire traduit une augmentation de la résistance de colmatage (Figure I1.8b).
Durant les 10 minutes de filtration a un flux donné constant, 1’évolution de la résistance de
colmatage peut étre mesurée. La vitesse de colmatage, définie ici comme la variation de la
résistance de colmatage au cours du temps, est alors calculée par extrapolation de la courbe

donnant la variation de la résistance de colmatage en fonction du temps (Equation I1.8):

dR¢
Ve=— 11.8
Tt (I1.8)

Avec
Ve vitesse de colmatage (m™.h™")
R, : résistance de colmatage (m™)

t : temps (h)
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Durant une phase de 10 minutes de filtration, une vitesse moyenne (V¢) de colmatage peut
étre définie a partir de la résistance de colmatage en tout début du cycle (a I’instant t;) et de la

résistance de colmatage en fin de cycle (a I’instant t;) (Equation I1.9).

_ ARe Re2 —Rey
V= = 11.9
At t)—t 19

Ceci revient a considérer que, sur des périodes de 10 minutes, la vitesse de colmatage évolue

linéairement ce qui est vérifié dans de nombreux cas (Figure 11.8 c).

F
p PTM R¢ Fp3
A Fp3 A erd
> Fp2/
Fp2 ///L_> //"\\ ,”-§
Fpl ------- S S
_______ I // Ve ’/ >
temps /s J s/ temps
// /, /// P
ARC /// /,/ ///
At // / ’/
A 2
| 2 o
- £ -7 i
=== » Fp
Fpl Fp2 Fp3

Figure 11.8: Méthode de détermination du pouvoir colmatant d’une boue

Cette méthode dite "par pallier de flux" permet d’obtenir une caractéristique de la filtrabilité
d’un échantillon biologique dans un systéme de référence. Chaque fluide pourra étre
caractérisé par une courbe qui présente la vitesse moyenne de colmatage en fonction du flux

de perméat.
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b. Calcul du produit o.C

Un modele de filtration sur giteau a flux constant a été utilisé afin de suivre 1’évolution de la

résistance du dépdt (Equation I1.10):

Fp.u.a.C‘

dPTM = dv (IL.10)

Avec F, : flux de succion (m3.m>s™)
U : viscosité dynamique du perméat (Pa.s)
o. : résistance spécifique du gateau (m.kg™)
C : quantité de matiére déposée (kg/m’)
V : volume de filtrat (m®)

S : surface de filtration (m?)

La quantité de matiere déposée (C) n’est pas connue. On fonctionne en filtration frontale,
mais du fait de 1’aération sous les membranes une partie des particules qui était associée au
volume de boue, ne se dépose pas sur la membrane. Nous allons donc caractériser le produit
o.C.

En considérant o..C constant sur toute la période de mesure, il est possible de déterminer la
valeur du produit o.C pour chaque cycle en mesurant 1’évolution de la pression

transmembranaire en fonction du volume filtré et en calculant la pente de la droite

PTM = {(V) (Figure 11.9).

PTM A

F .p.a.C
S

>
Volume

filtré

Figure 11.9: Méthode de détermination du produit c..C
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Lorsqu’un nouveau cycle commence le flux de perméat est augmenté. Le volume total de
filtrat recueilli a la fin de ce cycle (i) est égal a la somme des volumes de filtrat lors des cycles

précédents (1 — i-1) et du volume de filtrat pour ce cycle (i) (Equation I1.11).

Vi=Fp;i.S. (At) + Vi (IL11)

Avec Vi volume de filtrat au cycle i (m?)
Vi.1 : volume de filtrat recueilli aux cycles précédents (m3)
Fp; : flux de perméat au cycle i (m*.m?.s™)
S : surface de filtration (m?)

At : durée du cycle (s)

5. Extraction et dosage des EPSji;s et EPSq,ples

a. Protocole d'extraction retenu

Le protocole développé permet de séparer les EPS présents dans les flocs et ceux
présents au sein du surnageant, dans 1’objectif de les quantifier. Une méthode couplée
sonication/résine échangeuse de cations est utilisée. Les raisons qui ont conduit a ce choix
sont expliquées en annexe 1. Pour résumer, I’extraction des EPS des flocs est effectuée de
manicre a quantifier les protéines, les polysaccharides et les substances humiques tout en
évitant une lyse cellulaire.

Durant toutes les étapes d’extraction des EPS les solutions sont conservées a 4°C dans de la
glace pilée, afin d’éviter une lyse cellulaire et donc un relargage de polymeéres intracellulaires.
De méme, toutes les dilutions sont effectuées avec un tampon phosphate (Na;PO4 a 2mM,
NaH,;PO4 a 4mM, NaCl a 9mM, KCIl a ImM) de pH quasiment équivalent a celui des boues
(pH=7). La pression osmotique des deux cotés des parois des cellules est ainsi similaire ce qui
permet de prévenir la lyse cellulaire. Enfin, avant utilisation, la résine est préalablement
lavée : 1kg de résine est placé sous agitation (180 rpm) avec 2L de tampon phosphate pendant
1 heure puis, aprés décantation durant 5 minutes, le surnageant est ¢liminé ; la résine est alors

laissée 1 nuit a I’étuve a 30°C. Le protocole d’extraction est décrit a la figure 11.10.
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Figure I1.10 : Protocole d'extraction des EPSj;
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Tout d’abord un volume V, de boue est prélevé a 1I’éprouvette graduée et placé dans un pot de
centrifugation. Ce volume est choisi par rapport a la concentration en MVS (MVS;) de
I’échantillon (Equation 11.12) :

_0,1.10°
MVS,

(IL12)

0

Avec Vj : volume d’échantillon prélevé (mL)
MVS;: concentration en MVS de I’échantillon (Ia détermination des
MVS nécessitant 24h la concentration prise ici est celle des

boues de la Veille)(g.L'l)

Ce volume est donc différent au cours de 1’étude, la concentration en MVS des réacteurs
fluctuant, mais permet d’avoir un volume et une concentration toujours identique a 1’étape des
ultrasons. L’éprouvette ayant servi au prélévement de 1’échantillon est ensuite nettoyée avec
10 mL de tampon phosphate. Les eaux de lavage sont alors ajoutées a la boue placée dans les
pots de centrifugation.

Suit alors une étape de centrifugation (4200 G, 15 min, 4°C) dont le but est de séparer les
exopolymeres solubles présents dans le surnageant, des exopolymeres liés aux flocs et
présents dans le culot de centrifugation. Les exopolymeéres solubles sont ensuite stockés dans
un flacon bouché et entouré de glace pilée pendant que I’extraction des exopolymeres liés aux
flocs continue.

Le culot de centrifugation est alors remis en suspension avec 40 mL de tampon phosphate.
Cette nouvelle solution est ensuite passée aux ultrasons (20s, 37W, 4°C). Les conditions ont
¢été choisies pour éviter une lyse cellulaire. Lors de cette étape il est important que le volume
et la concentration en MVS de la solution soient toujours les mémes d’une extraction a
I’autre. En effet, pour pouvoir comparer les résultats entre eux, 1’extraction doit toujours étre
menée de fagon identique. Il faut donc que ’efficacité des ultrasons soit toujours la méme.
Pour cette raison, le volume V, du départ est choisi de fagon a garantir une concentration en
MVS a I’étape des ultrasons égale a 2,5 g.L”'. Durant cette étude il était compris entre 20 et
60 mL.

Aprés sonication, la solution est ensuite introduite dans un bécher entouré¢ de glace pilée. Les
10 mL de tampon phosphate qui servent a laver le récipient ayant contenu la solution sonicée
sont ajoutés dans le bécher ainsi que 70g de résine / gyvs (Dowex G50*8, forme Na', Merck
44445).

Le contenu du bécher est ensuite mis sous agitation a 500 rpm pendant 45 minutes. Cette

étape permet de solubiliser les EPS. La décantation (5 min a 4°C) qui suit permet de récupérer
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uniquement le surnageant qui est centrifugé a 20000 G pendant 15 minutes a 4°C. Le
surnageant de centrifugation contient alors les EPS qui au départ étaient liés aux agrégats

biologiques.

b. Protocole de dosage des EPS

En ce qui concerne le dosage des EPS, toutes les méthodes décrites ci-dessous font
références a des méthodes classiques de dosages colorimétriques. Dans tous les cas, la lecture
des absorbances s’effectue a I’aide d’un spectrophotomeétre et les dosages sont répétés deux
fois. Lorsqu’il s’agit d’une concentration en exopolymeéres présents dans le surnageant, celle-
ci s’exprime en mg d’équivalent du produit étalon par litre d’échantillon. Pour les EPS liés,
elle est exprimée en mg d’équivalent du produit étalon par gramme de MVS présent

initialement dans I’échantillon.

b.1 Dosage des protéines et substances humiques

Les protéines sont dosées suivant la méthode de Lowry modifiée par Frolund (1995).
Elle consiste a former un complexe entre les liaisons peptidiques et le sulfate de cuivre
CuSOg4, en milieu alcalin. Ce complexe réduit alors les acides phosphomolybdiques et
phosphotungstiques du réactif Phénol-Folin-Ciocalteau pour donner un second complexe de
couleur bleue, mesuré au spectrophotometre a 750 nm. Toutefois, lors de 1’utilisation de cette
méthode, Davis (1988) met en évidence des interférences lors de la lecture au
spectrophotométre dues aux substances humiques. Frelund et al. (1995) ont modifié alors la
méthode établie par Lowry pour prendre en compte les substances humiques dans la mesure
des protéines. Cette méthode est basée sur la mesure du développement de couleur en
présence et en I’absence de CuSOa.
En présence de CuSOys, aussi bien les protéines que les substances humiques sont dosées. En
I’absence de CuSOs, le développement de couleur est di aux composés humiques et aux
acides aminés chromogenes, alors que la coloration développée par le BSA est réduite de 20%
(Frolund et al 1995). A partir des absorbances lues, il est alors possible de déterminer

I’absorbance des protéines et des substances humiques (Equations I1.13 a I1.14) :

Abs totale avec CuSO4 = Abs protéines + Abs substances humiques (I1.13)
Abs totale sans CuSO4 = 0,2*Abs protéines + Abs substances humiques (I1.14)

103



Des deux premiéres équations, il vient :

Abs protéines = 1,25* (Abs totale avec CuSO4 — Abs totale sans CuSOy) (I1.15)
Abs substances humiques = Abs totale sans CuSO4 — 0,2*Abs protéines (I1.16)

Le protocole opératoire de dosage des protéines et des substances humiques est décrit dans le

tableau I1.5.

Tableau I1.5 : Protocole de dosage des protéines et substances humiques

En présence de CuSOy En absence de CuSOy
5 mL de (F) 5 mL de (H)

+ 1 mL d’échantillon + 1 mL d’échantillon
Homogénéisation au vortex Homogénéisation au vortex
Repos pendant 10 minutes a température Repos pendant 10 minutes a température
ambiante ambiante
+ 0,5 mL de (G) + 0,5 mL de (G)
Homogénéisation au vortex Homogénéisation au vortex
Repos 15 min a I’obscurité Repos 15 min a I’obscurité
Homogénéisation au vortex Homogénéisation au vortex
Repos 15 min a I’obscurité Repos 15 min a I’obscurité
Lecture a 750nm contre un blanc réactif Lecture a 750nm contre un blanc réactif
(tampon phosphate) (tampon phosphate)

Avec (A): CuS04.5H>0 (1% m/V)
(B): Tartrate de Potassium et de Sodium (2% m/V)
(C): NaOH (0,2M)
(D): Carbonate de Sodium (4% m/V)
(E): Réactif De Folin (2N)
(F): 499mL (D) +49mL (C) + ImL (A) + ImL (B)
(G):(E)/2
(H): 499mL (D) +49mL (C) + 1mL eau + 1mL (B)

Les concentrations en protéines et en substances humiques sont établies a partir de gammes
¢talons réalisées, respectivement, avec du sérum albumine bovin (Sigma A7906) et des acides

humiques (Fluka 53680).
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b.2 Dosage des polysaccharides

La méthode colorimétrique utilisée ici est celle établie par Dubois et al. (1956).
L’échantillon est chauffé en présence d’acide sulfurique et de phénol. Les polysaccharides
sont hydrolysés, durant le chauffage, par 1’acide sulfurique puis les monosaccharides sont
déshydratés par le phénol (coloration orange).

Le protocole opératoire de dosage des polysaccharides est décrit dans le tableau II.6.

Tableau II.16: Protocole de dosage des polysaccharides

Polysaccharides

1 mL de Phénol a 5% m/V
+ 1 mL d’échantillon
Homogénéisation au vortex
SmL d’H,SO4 concentré
Bain marie a 100°C pendant 5 min
Repos 30 min a I’obscurité

Lecture a 492nm contre un blanc réactif (tampon phosphate)

La concentration en polysaccharides des flocs est établie a partir d’une gamme étalon réalisée

avec du glucose (D-glucose, anhydrique, 99%, Acros organics).

6. Détermination de la production de boues

La production journaliére de boue (Pxjour) est déterminée en prenant en compte la quantité de
boue purgée, I’accumulation de biomasse (MVS) au sein du réacteur biologique et la
concentration en MVS en sortie (Equation 11.17). La DCO ¢éliminée quotidiennement est
estimée a I’aide de 1’équation I1.18.

La DCO soluble de I’effluent traité correspond au perméat de 1’échantillon filtré sur filtre de

diametre moyen des pores de 0,45 um.
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Px i =QMVS +V AMVS +Q MVS, (I.17)

ADCOjour = Qe'DCOe —(QS +Qp)'DCOs.s (I1.18)
Avec :
Q. - débit d’entrée (L.j™)
Qs - débit de sortie (L.j™)
Qp - débit de purge (L.j™)
DCO. : DCO totale en entrée (gDco.L'l)
DCOq; : DCO soluble de sortie (gDCO.L'l)
AMVS; : variation de la concentration en maticres volatiles en suspension
dans le réacteur (g.L7'j7)
MVS,; ¢ . concentration en mati€res volatiles en suspension dans le

réacteur ou en sortie (g.L™)

Les valeurs de Pxjour €t ADCOjour permettent de calculer 1’élimination de DCO cumulée

(Equation I1.19) ainsi que la production de boue cumulée (Equation I11.20).

i
ADcocumulée - Y. ADCO jour (IL19)
jour =1
i
PXcumulée - X Px jour (I1.20)
jour =1

Le rapport des pentes des droites ainsi tracées représente alors le rendement de production de

boue en guysproduit-gdcoctiminee - (Figure 11.11).
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Figure II.11 : Exemple d’estimation du rendement de production de boues
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CHAPITRE III

ANALYSE COMPARATIVE D’UN
PROCEDE BIOREACTEUR A
MEMBRANES IMMERGEES ET D’UN
PROCEDE A BOUES ACTIVEES







L’objectif de ce chapitre est de comparer les performances obtenues avec le BAMI et
le procédé a boues activées lors de leur fonctionnement a long terme, tous deux alimentés par
une méme eau résiduaire urbaine.

La premiére partie de ce chapitre permet de comparer les performances globales d’élimination
de la DCO et des EPS solubles spécifiques. Elle fournira des informations sur le role de la
membrane dans la rétention des composés solubles. La stabilité des performances ainsi que
I’influence des conditions opératoires (age des boues) sont discutés. Signalons ici que la
comparaison des activités biologiques et des cinétiques de dégradation entre le BAMI et le
procédé a boues activées fait ’objet d’une autre thése réalisée au laboratoire (LIPE) par Mme
Espinosa-Bouchot.

D’autre part, la deuxiéme partie de ce chapitre analyse le potentiel de minimisation de la
production de boues par le BAMI et permettra de comparer la production de boues a celle du

procédé a boues activées, et ce pour différents ages de boues.

I. Performances d'élimination de la DCO

1. Performances globales

Les performances d’épuration de la DCO par les deux procédés pour différents ages de
boues sont regroupées sur la figure I11.1. Le calcul des performances est réalisé en considérant

la DCO soluble de sortie des deux pilotes.

750 T gy ‘ ‘ ; A 100
2% w M w rey
—~ 600 - 1 A l l 180
L : A : | | ~
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Figure I11.1: Efficacité d'épuration de la DCO par les deux procédés
DCO totale ERU (m) ; DCO soluble de sortie du BAMI (@) du BA (o) ; Rendement BAMI () BA (A).
BAMI (1:TSB=9,8 j / 2:TSB=37,2j / 3:TSB=160,0;110,3j / 4:TSB=53,0j)
BA (1:TSB=9,2j / 2:TSB=32,0j / 3:TSB=14,3j)
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Quelle que soit la période considérée, vis a vis des substances solubles en sortie du procédé
les deux réacteurs présentent des rendements d’élimination de la DCO quasiment équivalents
et en moyenne proche de 90%. Les concentrations en DCO soluble en sortie des deux
procédés ne sont pas statistiquement différentes étant donné qu’elles sont majoritairement

comprises entre 20 et 40 mg.L™', gamme ou I’erreur de mesure est de 20 & 25%.

Par ailleurs, pour les deux procédés, une augmentation de la pollution organique de I’eau
usée, comme par exemple les 44°™, 409°™ jours ou durant la période allant du 324 au
326°™ jour, ne se traduit pas nécessairement par une augmentation de la DCO soluble de
sortie.

Toutefois, si on intégre les matiéres en suspension dans ce bilan, et du fait des problémes
occasionnels survenant sur le décanteur dans le procédé a boues activées, la DCO de sortie du
réacteur a boues activées est souvent supérieure a la DCO soluble de sortie alors que dans le

BAMI la DCO totale reste égale a la DCO soluble (Figure I11.2).
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Figure I11.2: Evolution de la DCO 4 la sortie du procédé a boues activées
BA (1:TSB=9,2j / 2:TSB=32,0j / 3:TSB=14,3j)

Dans le procédé a boues activées, la présence de DCO particulaire en sortie correspond a une
fuite de MES dans le surnageant du décanteur. Les dysfonctionnements de la décantation sont
principalement dus a une variation du débit d’aération (chute du débit d’aération entre le
147°™ et le 150°™ jour) ou a I’apparition d’organismes filamenteux (entre le 274°™ et le

284°™ jour).
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2. Role de la rétention membranaire : étude dynamique

Lors de I'utilisation du procédé a boues activées, les concentrations en composés
solubles des boues sont identiques a celles en sortie du décanteur. En ce qui concerne le
bioréacteur & membranes, la membrane qui retient 100% des MES, peut également retenir une
partie des composés solubles et colloidaux. Nous avons donc comparé les concentrations en
composés solubles dans le surnageant et le perméat de manic¢re a évaluer la capacité de

rétention de la membrane en composés solubles (Figure I11.3).
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Figure I11.3: Evolution de la DCO du surnageant des boues et du perméat du BAMI
(1:TSB=9,8 j / 2:TSB=37,2j / 3:TSB=160,0;110,3j / 4:TSB=53,0j)

Comme le montre la figure II1.3, quel que soit 1’age des boues, I’ensemble membrane + dépot
retient une partie de la DCO du surnageant (mesure effectuée sur 1I’échantillon de boue filtrée
sur filtre 0,45 um). Ce taux de rétention en DCO varie de 28 a 88%. Le BAMI atteint alors
des rendements d’épuration en DCO supérieurs a 75%. La plupart des travaux montrent que
les membranes utilisées en traitement des eaux usées retiennent une partie de la maticre
organique du surnageant (Lee et al. 2003, Huang et al. 2000, Reid et al. 2004). Ainsi, Lee et
al. (2003) avec un BAMI alimenté en effluent synthétique a également montré que 73 a 79%
de la DCO du surnageant (colloides + solubles) est retenue par la membrane colmatée
(Tableau III.1). Ces résultats ont été obtenus pour une gamme d’age de boues plus faible et
pour une concentration en DCO dans le surnageant plus faible que celle que nous avons

obtenue (jusqu’a 270 mg.L™).
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Tableau III.1: Role de la membrane dans 1'épuration des composés solubles
(centrifugation & 366 rad.s™ pendant 5 minutes) (Lee et al. 2003)

MVS TSB TSH DCO (mg.L”) Rendement (%)
Références

(eL’) () (W) Entrée Surnageant Perméat Procédé®™ Membrane®

2,8 20 7,8 300 423+6,3 11,543,7 96 73
Lee et al.

4.4 40 7,8 300 38,5£10,1 9,0£3,5 97 77
(2003)

5,5 60 7,8 300 35,8+11,2 7,6+£3,8 97 79

@ Elimination de la DCO soluble par la membrane ® Elimination de la DCO soluble par le systéme

Au final, le perméat est pratiquement exempt de matiéres organiques et le procédé atteint des
rendements d’épuration de 90%, quel que soit ’age des boues (Lee et al. 2003) ou quelle que
soit la charge volumique (0,4 & 1,0 kgpco.m™.j™") (Orantes et al. 2003).

La figure II1.3 montre également qu’a chaque nouvel ensemencement du réacteur, la teneur en
DCO du surnageant augmente dans un premier temps puis chute. Shin et al. (2003) observent
le méme type de résultats lorsqu’ils utilisent un BAM alimenté par un effluent synthétique

(Figure I11.4).
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Figure I11.4: Evolution de la concentration en carbone organique dissous des boues et des sorties d’'un BAM
(Shin et al. 2003)

Pour notre ¢tude, lors d’un nouvel ensemencement, les molécules organiques du surnageant
ont une conformation ou une masse moléculaire élevée ne leur permettant pas de traverser
I’ensemble membrane+dépot. Puis I’hydrolyse de ces composés permet leur assimilation par
la biomasse et/ou leur passage a travers la membrane, ce qui provoque ensuite une diminution
de leur concentration dans le surnageant.

Cette hypothese peut s’appuyer sur les observations de Shin et al. (2003) qui ont observé lors

de la chute de la concentration en carbone organique du surnageant de leur BAM, une
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diminution de la masse moléculaire des composés solubles. La proportion des composés de
taille supérieure a 30 kDa diminue alors que celle de taille inférieure a 10 kDa augmente.

En régle générale, les composés organiques solubles de masse moléculaire ¢Elevée
correspondent aux polymeres. Aussi nous avons étudi¢ spécifiquement I’évolution dans le
BAMI des concentrations en polysaccharides, protéines et DCO du surnageant pour la 4™

période (jours 320 a 420) (Figure II1.5).
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Figure IIL.5: Evolution de la concentration en DCO (m), proté€ines (@) et polysaccharides (A) du surnageant,
pour la 4°™ période de fonctionnement du BAMI (TSB=53,0 j)

L’évolution de la DCO du surnageant est la méme que celle des polysaccharides et des
protéines solubles. Par conséquent, la membrane permet d’accumuler ces produits microbiens
solubles qui sont lentement biodégradables. En revanche, aucune relation n’est trouvée entre
I’évolution des substances humiques et celle de la DCO (résultats non présentés). Comme le
confirmera le bilan matiére effectué sur les polymeres solubles (paragraphe III.3.a), les
substances humiques ne sont quasiment pas retenues par la membrane et ne s’accumulent
donc pas dans le bioréacteur.

Au final, I’évolution de la DCO soluble devrait donc étre corrélée a la quantité de

polysaccharides et de protéines (Figure I11.6).

111



300 ; ; ‘ ‘ ; 120
o | e o0 DCO e PN+PS |
| 0 ‘ ‘ |
| o | | @ |
220 (D D OR re0 g
> o 3 3 3 3 E
N | | | | [ ] |
o : o e 0% o3 &
8100‘5%3 I < o | %0 ¢ L0 2
: %, % ° . o
® © | 00
3 3 3 < 3
0 . T . T . T . T . 0
0 100 200 300 400 500

Temps (j)

Figure I11.6: Evolution de la DCO et des EPS (protéines (PN) + polysaccharides (PS)) du surnageant de BAMI
(1:TSB=9,8j / 2:TSB=37,2j / 3:TSB=160,0;110,3j / 4:TSB=53,0j)

Il apparait effectivement que pour I’ensemble des expériences I’évolution de la concentration
en DCO et celle représentée par la somme des protéines et des polysaccharides ont une allure
similaire.

Par ailleurs, il semble que lors d’une augmentation du temps de séjour des boues
(Figure I11.6) le temps de stabilisation (durée entre la montée et la chute de DCO) augmente
¢galement. Hejzlar et Chudoba (1986) ou Mukai et al. (2000) constatent que les PMS associés
a une lyse cellulaire intense ou un décés ont généralement une masse moléculaire élevée. 11
est donc probable que ces polymeres soient plus difficilement biodégradables que ceux
générés durant la croissance et nécessitent un temps de dégradation plus long. Le temps de
stabilisation de la DCO soluble serait donc plus élevé.

Ainsi, il apparait clairement que la séparation membranaire permet de retenir des macro-
molécules et des colloides dont le temps de séjour peut alors étre reli€¢ au temps de séjour des
boues. La rétention plus importante de ces macro-molécules peut donner un avantage au
bioréacteur a membrane dans 1’élimination de la matiére organique, voire dans la production
de boues. Cela peut, par contre, étre un inconvénient en terme de colmatage. Ces aspects

seront discutés ultérieurement.
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3 Etude de l'élimination des EPS solubles

a. Bilan matiére sur le BAMI

Le suivi des concentrations en polymeres solubles de I’eau usée, du surnageant des
boues et de la sortie du BAMI a été effectu¢ durant une semaine, du 253 au 260™ jour. Le
pH des boues était compris entre 5,8 et 6,6. La fraction soluble correspond au surnageant de
I’échantillon centrifugé pendant 15 minutes a 4°C, a une vitesse de 4200 G. Les expériences
sont réalisées 35 jours aprés le début de la 3™ période et correspondent a un dge des boues de
160 jours. La concentration en MES durant ces analyses est comprise entre 5,6 g.L™' et 7,5
g.L'l.

Les proportions au cours du temps de chacun des polymeéres solubles de 1’eau usée

d’alimentation sont données a la figure II1.7.

19,7 17,5 15,9 15,4 12,6 15,3 17,7 18,7
12.4 14,9 il 13,3 19,7 17,9 14,6 12,7

67,9 74,9 68,5
253 254 255 256 257 258 259 260
» Temps (j) >

Figure II1.7: Contribution (%) de chaque type de polymére dans les EPS totaux de I’ERU
[Substances humiques (m), protéines (@), polysaccharides ()]

Les caractéristiques de I’eau usée d’alimentation varient au cours du temps. Ce comportement
rappelle que le BAMI est alimenté avec de 1’eau usée naturelle et qu’a ce titre ses
caractéristiques évoluent. Par exemple, le 254°™ et le 257°™ jour, la concentration de chacun
des polymeres augmente soudainement car le jour précédent ’ERU a été renouvelée dans les
cuves de stockage. Cependant, il apparait que pour ces deux jours les proportions en chacun
des polymeres restent relativement constantes.
Les substances humiques constituent la majeure partie des polymeéres solubles de 1’eau
résiduaire urbaine (66,8 a 74,9% des polymeres soit une concentration comprise entre 37,6 et
52,0 mg.L™"). Ils ont donc une influence prépondérante dans 1’évolution de la concentration en
EPS totaux.
Les protéines représentent 9,1 a 19,7 % des polyméres (5,6 a 15,1 mg.L" des exopolyméres)
contre 12,6 4 19,7% (8,1 4 13,0 mg.L™") pour les polysaccharides.
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En ce qui concerne le surnageant des boues du BAMI, celui-ci présente des proportions en

polymeres différentes de celles de I’ERU (Figure I11.8).
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Figure II1.8: Contribution (%) de chaque type d’exopolymeéres solubles dans les EPS totaux des boues du BAMI
[Substances humiques (m), protéines (z), polysaccharides (O)]

Dans le surnageant des boues du BAMI 31,0 & 56,8% des exopolyméres (23,6 4 53,6 mg.L™)
sont des substances humiques, 0 a 21,7% (0 a 16,6 mg.L'l) des protéines et 43,2 a 51,7%
(33,5 a4 40,9 mgL") des polysaccharides. Les polyméres les plus représentés dans le
surnageant de BAMI sont donc les polysaccharides puis les substances humiques.

Enfin, ’analyse des proportions en polymeéres du perméat est reportée a la figure I11.9.
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Figure II1.9: Contribution (%) de chaque type de polyméres dans les EPS totaux du perméat
[Substances humiques (m), protéines (z), polysaccharides (O0)]

Les substances humiques sont les composés majoritaires du perméat et représentent jusqu’a
80% des polyméres présents. Les protéines représentent 0 a 20,9 % (0 a 7,4 mg.L™") des
polyméres contre 9,4 a 34,6 % (2,4 4 11,4 mg.L™") pour les polysaccharides.

I1 apparait donc que les proportions en chacun des polymeéres varient selon le fluide analysé.

Cela signifie que les concentrations changent également (Figure I11.10).
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C (mg/L)

Concernant les substances humiques, leur concentration dans I’ERU est plus élevée que dans
le surnageant des boues, excepté pour le 25
surnageant des boues (de 66,8 a 74,9% dans I’ERU contre 31,0 a 56,8% dans les boues). Ces
composés ne sont pas produits par les micro-organismes ; ¢’est pourquoi leur adsorption sur
les flocs, leur élimination par la purge quotidienne du pilote et leur passage a travers la
membrane conduit & la diminution de leur concentration au sein du surnageant des boues. La

rétention des substances humiques par I’ensemble (membrane + colmatage) est trés faible
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Figure I11.10: Suivi de 1'évolution de la concentration en EPS solubles dans
l'alimentation (m), les boues (0) et la sortie (A) du BAMI

8éme

puisque leur concentration dans le surnageant et la sortie sont proches.
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Les taux de rétention par la membrane de chacun des polymeéres sont reportés au tableau I11.2.

Tableau I11.2: Taux de rétention des exopolymeéres par la membrane

Temps (j)

253 | 254 | 255 | 256 | 257 | 258 | 259 | 260

Substances Humiques (%)) 143 | 0,0 | 262 | 393 | 342 | 669 | 188 | -

Protéines (%) 100,0 | 1000 | 556 | 792 | 630 i - 11000} -

Polysaccharides (%) | 752 i 67,9 i 71,4 | 80,7 | 932 | 76,9 76,5 | 82,3

EPS Totaux (%) 56,9 | 46,1 | 54,0 | 66,1 | 652 | 712 | 547 i -

Le taux de rétention des substances humiques par la membrane est donc d’environ 22%
exception faites du 258°™ jours et confirme donc le passage de ces substances a travers la

membrane.

Au contraire, la concentration en protéines dans le surnageant des boues (8,9 mg.L”' en
moyenne) est supérieure a leur concentration en sortie du BAMI (1,8 mg.L™). La rétention
des protéines est donc significative (83 % en moyenne). Les protéines apportées avec I’eau
résiduaire urbaine et celles sécrétées par la biomasse s’accumulent donc dans le surnageant ;

dans le compartiment concentrat.

Enfin, la concentration en polysaccharides dans le surnageant des boues (34 4 41 mg.L™") est 3
a 4 fois supérieure a celle mesurée dans le perméat (10 mg.L™"). Ces résultats démontrent que
I’ensemble membrane + colmatage permet la rétention importante des polysaccharides (plus
de 68%). La concentration en polysaccharides dans le surnageant des boues du BAMI est
¢également plus élevée que celle des protéines alors qu’elles étaient quasiment identiques dans
I’eau usée d’entrée. Cela suggere que les polysaccharides sont majoritairement produits dans
le procédé et/ou que leur dégradation dans le surnageant est plus difficile que la dégradation
des protéines. Une étude menée par Stricot (2004) sur la caractérisation des mécanismes de
sécrétion des produits microbiens solubles lors du stockage aérobie de boues issues d’un
BAMI a montré que les cinétiques de dégradation des protéines extracellulaires sont plus
rapides que celles des exopolysaccharides. Cependant, les expériences de Stricot (2004) sont
réalisées sans alimentation et donc sont relativement différentes des nétres. Dans notre cas,
I’augmentation du pourcentage de polysaccharides dans le surnageant peut donc également

venir de leur sécrétion accrue par les microorganismes des boues.
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Pour résumer, les taux de rétention varient d’un polymére a I’autre et au cours du temps. Les
plus forts taux de rétention sont globalement obtenus pour les protéines (55,6 a 100%) puis les
polysaccharides (67,9 a 93,2%)).

La forte rétention en protéines pourrait &tre expliquée par le fait que les protéines soient
présentes sous forme colloidale et non soluble et également par le fait que la sélectivité du
procédé n’est pas due a la membrane seule mais a I’ensemble membrane + dépot.
Comparativement aux concentrations mesurées dans I’ERU, celles mesurées en sortie restent
relativement constantes durant la semaine d’analyse. A nouveau, le bioréacteur a membranes
montre qu’il présente une grande robustesse en garantissant une qualit¢ de 1’eau traitée

constante malgré des pics de charge en entrée.

b. Bilan matiére sur le procédé a boues activées

De la méme fagon que pour le BAMI, les exopolymeéres solubles du systéme a boues
activées conventionnel ont été analysés en entrée, dans les boues et en sortie de procédé.
L’age des boues durant ces analyses étaient de 14,3 jours et la concentration en MES

comprise entre 3,9 et 4,5 g.L'l.
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Figure II1.11: Suivi de I'évolution des EPS solubles dans 1'alimentation (m), les boues (o) et la sortiec (o) du BA

Les concentrations en polymeéres solubles de I’ERU sont les mémes que celles obtenues pour

le bioréacteur a membranes puisque ces expériences ont été réalisées les mémes jours.

La figure III.11 montre que les concentrations en polymeres du surnageant des boues sont
quasiment similaires a celles de la sortie du réacteur. Ainsi, la concentration en substances
humiques est de 10,9 4 24,2 mg.L™", celle des polysaccharides de 6,2 4 12,3 mg.L™" et celle des
protéines de 0 a 6,9 mg.L"'. Par conséquent, les proportions en exopolyméres dans le

surnageant de boue et la sortie sont quasiment similaires (Figure I11.12).
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Figure 0.1: Contribution (%) de chaque polymére soluble dans les EPS totaux des boues/de la sortie du BA
[Substances humiques (m), protéines (z), polysaccharides (O)]

Les écarts de concentration en polymeres entre sortie et surnageant de boues sont en partie
dus a l'incertitude des mesures. Par ailleurs, la centrifugation des boues engendre peut-étre
une libération d’exopolyméres dans le surnageant due au cisaillement provoqué par

I’accélération centrifuge. Dés lors, comme le montre la figure III.11, les concentrations
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mesurées seraient plus élevées dans le surnageant des boues qu’en sortie de réacteur. De plus,
¢tant donné notre méthode de séparation des flocs et des composés solubles (centrifugation)
pour 1’analyse des polymeéres du surnageant, des polymeéres colloidaux peuvent étre comptés
comme solubles notamment dans le cas d’un échantillon de boue. Lorsque la boue arrive dans
le décanteur, une partie des colloides peuvent décanter et entrainer une concentration plus
faible en polymeéres dans la sortie. Par conséquent, les plus gros écarts de concentration en
polymeres spécifiques, entre surnageant de boue et sortie, correspondraient aux polymeres de

masse moléculaire la plus élevée.

Pour conclure, les concentrations moyennes obtenues sur I’ERU, les boues et les sorties de

chaque pilote sont comparées (Figure I11.13).
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Figure II1.13: Evolution des concentrations moyennes des polyméres dans I’ERU, les boues et la sortie
[Substances humiques (m), protéines (@), polysaccharides ()]

Par comparaison des analyses réalisées sur les 2 procédés, il apparait que la concentration
totale en polyméres du surnageant des boues est trés supérieure dans le BAMI (68,4 a
94,4 mg.L™") par rapport a celle du BA (28,8-39,5 mg.L™"). Les concentrations en EPS en
sortie des deux procédés sont trés voisines. Une des spécificités du BAMI est donc que, du
fait de la présence de la membrane, la nature du surnageant biologique est modifiée. Une
accumulation de tous les EPS solubles est observée, par rapport au procédé a boues activées.
L’accumulation la plus forte est celle des polysaccharides, ce qui est expliqué a la fois par leur
forte rétention par la membrane et par la plus lente vitesse de biodégradation de ces composés

par rapport notamment aux protéines. Signalons cependant que, pour cette comparaison, les
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deux pilotes ne fonctionnaient pas au méme age de boues (160 jours pour le BAMI contre 14
jours pour le BA) et qu’a ce titre les cinétiques de production/dégradation des polymeéres

¢taient probablement différentes.

IT. Etude des mécanismes de production de boues

1. Comparaison des procédés et effet de I'dge des boues

On revendique souvent dans la littérature des valeurs de production de boues inférieures pour
les bioréacteurs a membranes comparées a celles des procédés classiques d’épuration.
Cependant, peu de travaux comparent les productions de boues d’installations fonctionnant
dans les mémes conditions. Il est alors difficile de déterminer le mécanisme responsable de la
réduction de production de boues. La revue bibliographique a permis de répertorier un grand
nombre de facteurs pouvant influer sur les mécanismes de production de boues. Ainsi, la
membrane de part sa capacité a retenir toute une gamme de composés et/ou les conditions
opératoires telles que le temps de séjour des boues pourraient modifier les steechiométries
fixant la production de boues.

En outre, pour comparer des rendements de production de boues entre deux systémes, il faut
se placer dans les mémes conditions de fonctionnement. Durant les expériences présentées ici,
les deux réacteurs sont alimentés en paralléle par le méme effluent urbain et fonctionnent
environ aux mémes ages des boues pour les deux premicres période de fonctionnement
(17 période : age de boues de 9,2 jours pour le BA et 9,8 jours pour le BAMI ; 2™ période :
age de boues de 32,0 jours pour le BA et 37,2 jours pour le BAMI). Pour ces deux périodes

1 et 2, la figure III.14 présente la stabilisation des concentrations en MES dans les deux boues

et les deux sorties de procédés.
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De fagon similaire dans les deux procédés, des pertes de MES par débordement des boues du
réacteur ont eu lieu au début de chacune de ces deux périodes. De nouvelles pertes de boues
ont été observées sur le procédé a boues activées au cours de son fonctionnement, conduisant
a des concentrations en MES comprises entre 2,9 et 31,5 mg.L™' en sortie du procédé. Au
final, les concentrations en MES des boues se stabilisent a des concentrations 1égeérement plus
faibles dans le procédé a boues activées. En considérant a la fois les pertes de boues en sortie,
les flux de boues purgés et le terme d’accumulation dans le réacteur (Chapitre II), les
productions de boues calculées pour ces deux périodes sont pour le BAMI et le BA,
respectivement de 0,31 et 0,30 kngS.ngCO_l pour la 16 période contre 0,21 et
0,24 kgmys.kgpeo™ pour la 2°™ période. Les valeurs sont trés proches, et démontrent donc que
pour un effluent similaire et un méme age de boues, il n’y a pas de différence importante entre
la production de boues d’un procédé¢ a boues activées et un bioréacteur a membranes
immergées. La capacit¢ a réduire la production de boues d’un bioréacteur & membranes

immergées est donc principalement liée a I’augmentation potentielle du temps de séjour des
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boues. Sur la figure II1.15 sont reportées les valeurs de production de boues concernant notre

étude ainsi que celles trouvées dans la littérature.
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Figure I11.15: Effet de 1'age des boues sur la production de boues

La figure II1.15 fait ressortir que, pour de faibles valeurs de temps de séjour des boues, la
production de boues est ¢élevée. Dans ce cas, la croissance de la biomasse est maximisée et
meéne donc a une production de MVS proche du rendement intrinséque classique de
0,45 kgMVS.ngco'l (Metcalf & Eddy 1991). Au contraire, a des ages de boues élevés, la
production de boues diminue car alors le décés cellulaire, la lyse et I’hydrolyse des macro-
molécules deviennent prépondérants (Chapitre I). La production de boues tend alors vers une
valeur proche de 0,1 a 0,12 kgMVS.ngCO'l.

Il apparait également que, pour un temps de séjour des boues inférieur a 40 jours, la
production des boues dans le réacteur membranaire est similaire voire légérement supérieure a
celle du procédé classique. Les valeurs de production de boues légerement plus fortes dans le
systéme a rétention membranaire peuvent s’expliquer par une meilleure rétention des micro-
particules, colloides et macro-molécules dont la dégradation est assez lente. A faible age de
boues ces matieres peuvent donc étre simplement accumulées et seulement partiellement
dégradées conduisant a une production de boues légérement plus forte. Cette différence de
production avec le procédé a boues activées est cependant peu significative étant données les

incertitudes liés aux bilans matiére.

Par ailleurs, avec une méme eau usée, Salhi (2003) et D¢léris (2001) obtiennent avec des
procédés a boues activées, des rendements de production de boues similaires aux notres pour
des eaux usées prélevées dans le méme réseau d’assainissement toulousain et ayant subi le

méme protocole de prélévement. Les valeurs de production de boues trouvées par Buisson et
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Chapitre III : Analyse comparative d’un procédé bioréacteur & membranes immergées et d’un procédé a boues activées

al. (1998) (alimentation en eau résiduaire urbaine dégrillée) ou Cicek et al. (2001)
(alimentation en eau synthétique) semblent également du méme ordre de grandeur. De méme
Ng et al. (2004) ne constatent pas de différence de production de boues entre un BAMI et un
procédé a boues activées fonctionnant de fagon similaire a des ages de boues inférieurs a
5 jours.

Pour un age de boues tres élevé (110 jours) dans le BAMI, et lorsque le fonctionnement tend
vers une rétention totale de la biomasse, nos résultats sont comparables a ceux de
Pollice et al. (2004) qui démontrent que la production de boues tend vers 0,12 kguvs.kgpco™
en 1’absence de purge de boues. Par ailleurs, dans le cas d’un age des boues élevé nous avons
observé qu’une population microbienne, les protozoaires notamment, pouvait se développer

au sein du milieu biologique (Figure I11.16).

—

-

Figure I11.16: Photo prise au microscope de la boue du BAMI fonctionnant a 110 jours d'dge des boues

Selon I’¢étude bibliographique les protozoaires pourraient jouer un role d’épurateur biologique

et donc participer au contrdle de la production de boues.

2. Modélisation de la production de boue

L’influence de 1’age des boues sur la production de biomasse peut étre décrite par
différents modeles (Chapitre I).
Selon le modele de Monod associé a un concept de déces cellulaire (ou d’activité endogene),
le rendement de production de boues s’exprime comme indiqué a 1’équation III.1 :

Yu

2 (IIL.T)
1+ky.TSB

Yobs =

Avec Yy : rendement intrinséque de conversion du substrat en biomasse
kq : constante de décés (basé sur la diminution des MVS) (i)

TSB : temps de sé¢jour des boues (j)
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Dans le modéle de maintenance, développé par Pirt (1965), une partie de 1’énergie est utilisée
pour les besoins de croissance et une autre partic pour les besoins de maintenance. Le
coefficient de décroissance cellulaire est alors proportionnel au rendement de conversion et
I’expression du rendement observé de production de boues devient celui de I’équation I11.2 :

Yu
[+m,. Yr.TSB

Yobs = (le)

Avec mg: taux spécifique de consommation du substrat pour la maintenance

(gpco-gmvs i)

Ces deux premiers modeles sont mathématiquement trés proches. En revanche le modele de
mort et régénération introduit par Dold et al. (1980) et repris dans les modéles ASM (Henze et
al., 1985), fait I’hypotheése qu’une fraction de la biomasse décédée est utilisée par d’autres
micro-organismes (croissance cryptique) et qu'une fraction de cette biomasse, notée fp, est
inerte et s’accumule dans la boue. Ceci conduit a une expression relativement différente de la

production de boue :

Yu(l+b.f,.TSB)

Yobs = (1I1.3)
1+b.TSB (1-Yy (1-f,))

O r . . -1
Avec b : constante de déces basée sur la biomasse active (j)

f, : fraction de biomasse lysée non biodégradable

Pour finir, le modéle de "fraction particulaire inerte de I’eau usée" a été ajouté dans les
modeles ASM. 1l est alors considéré qu’une fraction de la DCO de I’eau usée est trop
lentement biodégradable et peut étre considérée inerte a 1’échelle de temps du procédé. En

association au concept de mort et régénération, ce modele conduit a :

Yu(1+b.f,. TSB)
Yops = fxiv (1-1fxi) - (I11.4)
1+b.TSB (1-Yy (1-f,))

Avec fx; : la fraction particulaire inerte de la DCO éliminée du procédé
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Les valeurs des différentes constantes (issues de la bibliographie) utilisées pour effectuer la

simulation des productions de boues sont regroupées dans le tableau I11.3.

Tableau II1.3: Valeurs des constantes cinétiques et stoechiométriques
utilisées pour la simulation

kdl

YHZ

mSZ

b:
fp:

in :

0,05

0,44 guvs.gpco
01"

0,62

0,08 goco.gnco”
0,1-0,2 gpco.gpco’

Metcalt &Eddy (1991)
Metcalf &Eddy (1991)

Henze et al. (1987)
Henze et al. (1987)
Salhi (2003)

La plupart de ces modeles ont ét¢ développés et utilisés dans la bibliographie pour prédire les

productions de boues pour des ages de boues relativement faibles (inférieurs a 20 jours).

Lorsque les parameétres issus de la bibliographie sont utilisés, comme le montre la

figure I11.17, aucun de ces modeles ne prédit correctement la production de boues sur toute la

gamme explorée et en particulier les modeles de maintenance et de respiration endogene sous-

estiment la production de boue pour les ages de boues ¢élevés.
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Figure I11.17: Estimation de la production de boues par différents modeles

140

Les résultats obtenus avec le dernier modele (modéle de mort-régénération) montrent que

I’hypothése d’une fraction inerte particulaire dans 1’eau résiduaire conduit a minimiser

I’influence de I’age de boues. En effet au dessus de 40 jours, selon ce mod¢le, 1’age de boues

a une influence minime sur le rendement de la production de boues.
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Plusieurs hypothéses peuvent alors étre avancées :
- la DCO particulaire considérée inerte pour des ages de boues faibles est certainement
dégradée pour des ages de boues importants,
- a forts ages de boues, il peut y avoir apparition et maintien de nouvelles populations
bactériennes : des micro-organismes a taux de croissance faible peuvent se développer
alors qu’ils n’en avaient pas la possibilité¢ aux faibles temps de séjour,
- le rendement intrinséque de la biomasse (Yy) pourrait diminuer a forts ages de boues

puisque 1’état physiologique de la biomasse, voire les populations, sont différents.

Les paramétres cinétiques et stoechiométriques des 3 modeles ont été calculés afin d’ajuster

les mode¢les aux points expérimentaux.
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Figure I11.18: Ajustement des différents modeles aux données expérimentales

Les 3 modeles ne permettent de prédire globalement les rendements de production de boues
dans des gammes d’age de boues élevés que lorsque les taux de diminution de la biomasse

sont réduit par rapport a la bibliographie (fxi=0, b=0,1" / k¢=0,052 j' / m¢=0,043 ).

Il n’y a donc pas de modele permettant de décrire précisément I’ensemble des données. La
prise en compte d’une fraction trés lentement hydrolysable a déja été réalisée avec succes par
Nowak et al. (1999) pour utiliser les modeles ASM sur des gammes d’age de boues plus
larges et semble étre I’approche la plus pertinente. Nous verrons d’ailleurs que certaines
fractions de la boue comme les exo-polymeres (polysaccharides notamment) ont des taux de
disparition (hydrolyse) qui peuvent étre plus faibles que les taux de déces de la biomasse
hétérotrophe. Leur cinétique d’hydrolyse est donc probablement prépondérante a age de boues
élevé.
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ITII. Conclusion

Ce chapitre nous a permis de comparer le procédé a boues activées et le bioréacteur a
membranes en terme d’élimination de la mati¢re organique et de production de boues.
La séparation membranaire permet d’accumuler une partie des macro-molécules et des
colloides tels que les polymeéres. A chaque nouvel ensemencement, les polysaccharides et les
protéines de masse moléculaire élevée pourraient s’accumuler au sein du surnageant. Dans un
deuxiéme temps leur concentration chute du fait de leur hydrolyse puis assimilation par la
biomasse et/ou leur passage a travers la membrane. L’accumulation la plus importante
concerne les polysaccharides et pourrait étre expliquée par la rétention élevée de ces
polymeres associée a une sécrétion par la biomasse plus importante et/ou des cinétiques de

dégradation de ces polymeres plus lentes que pour les protéines.

La comparaison des productions de boues obtenues pour des temps de séjour des boues
inférieurs a 40 jours montre une production similaire entre le BAMI et le procédé a boues
activées a age de boue identique. L’augmentation de 1’dge des boues permet de minimiser la
production de boues, éventuellement parce qu’a fort 4ge de boue des organismes tels que les
protozoaires se développent. La modélisation des productions de boues avec les valeurs des
constantes stecechiométriques et cinétiques de la littérature et avec des concepts de
mort/régénération, de maintenance ou de d’activité endogéne ne permet pas de prédire
efficacement les productions de boues réelles pour les ages de boues élevés :

- les concepts de maintenance et d’activit¢ endogeéne tendent a sous-estimer la

production de boues,

- le concept de mort régénération tend a sur-estimer la production de boues.
Afin de développer un modele de production de boues pouvant modéliser une large gamme
d’age de boues, il semble pertinent de prendre en compte une fraction de DCO tres lentement

hydrolysable.
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CHAPITRE 1V

INFLUENCE DE LA SEPARATION
MEMBRANAIRE SUR LES
PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES
D’UN MILIEU BIOLOGIQUE







L’objectif de ce chapitre est d’étudier 1’influence du mode de séparation (décantation
ou séparation membranaire) et des conditions opératoires sur les caractéristiques du milieu

biologique (Figure IV.1).

Milieu Biologique ‘—

Conditions

Séparation
membranaire

opératoires

Figure IV.1: Objectif du chapitre [V

Ainsi, ce chapitre considére en particulier :
-I’influence de la méthode de séparation (décantation ou filtration membranaire),
a age de boues identique (période 1 et 2),

-I’influence d’un age des boues élevé pour le BAMI (période 3 et 4).

Les caractéristiques des boues sont analysées a travers les spécificités du surnageant et des
flocs. L’¢étude bibliographique a mis en évidence le role important joué par les exopolymeres
dans les caractéristiques de ces deux fractions. Ce chapitre consacre donc une large place au
role des EPS et en particulier a leur influence dans la structuration des flocs (taille, forme,

compacite).
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I. Evolution des matiéres en suspension (MES et MVS)

Au cours du fonctionnement des deux pilotes, la concentration en MES dans les boues

a été suivie durant 4 périodes distinctes (Figure IV.2).
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Figure IV.2: Evolution des matiéres en suspensions dans le BAMI (1° graphique) et le BA (2°™ graphique)

BAMI (1:TSB=9.8 j / 2:TSB=37,2j / 3:TSB=160,0 ; 110,3j / 4:TSB=53,0j)
BA (1:TSB=9,2 j / 2:TSB=32,0j / 3:TSB=143 j)

Pour la plupart des périodes la concentration en MES évolue dans un premier temps puis se

stabilise sauf pour les périodes 3 et 4 du BAMI. Il faut noter qu’habituellement un réacteur

biologique atteint un régime de stabilisation aprés une durée de fonctionnement égale a

environ 3 fois le temps de séjour des boues. Dans le cas d’un adge de boues de 53 jours voire

110 jours pour le BAMI (périodes 4 et 3), il est donc peu probable que le réacteur ait atteint

un régime parfaitement stabilisé.
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A chaque ensemencement des périodes 1 et 2, un moussage (BAMI) ou une mauvaise
décantation (BA) sont observés, provoquant une diminution de la concentration en MES.
Puis, apres 20 jours d’adaptation de la biomasse aux nouvelles conditions opératoires, les
concentrations des MES dans les boues augmentent et se stabilisent.

Pour le BAMI, les concentrations atteintes a la fin des périodes 1 a 4 sont respectivement
d’environ 2 g.L'l, 4 g.L'l, 7,5 g.L'l et 6 g.L']. Pour le réacteur a boues activées, les
concentrations en MES 4 la fin des périodes 1 a 3 sont respectivement de 1,6 g.L™!, 3 gL' et
2 g.L'!. Par ailleurs, alors que I’dge de boues est le méme pour les réacteurs durant les deux
premiéres périodes de fonctionnement, la concentration "stabilisée" en MES, est différente et
supérieure dans le BAMI. La mauvaise décantation dans le réacteur a boues activées induit
une perte significative de biomasse a la fin des deux premiéres périodes ce qui explique la
chute des MES des boues du BA et donc, globalement, 1’écart de MES entre les deux
réacteurs.

De plus, dans cette étude, la charge volumique étant quasiment constante, les concentrations
en MES sont d’autant plus élevées que 1’age des boues est élevé, c’est-a-dire le taux de purge
faible. La figure IV.3 montre les correspondances entre 1’age des boues et les concentrations
en MES a la fin de chaque période. Pour chaque age de boues, la concentration en MES

évolue au cours du temps jusqu’a la valeur stabilisée.
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Figure IV.3: Evolution de la concentration en MES en fonction de 1'age des boues imposé

Ainsi, dans notre mode de fonctionnement, étudier 1’évolution d’un parametre en fonction de
la concentration en MES revient a étudier simultanément 1’influence de 1’age des boues. Par
conséquent, pour des raisons de clarté, les graphiques de ce manuscrit sont souvent

représentés en fonction des MES plutdt qu’en fonction de 1’age des boues.
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La proportion des matieéres volatiles en suspension dans les boues est présentée sur

la figure IV 4.

1,0 i i i i i 1,0 ‘ ‘ i i
o L @
gos |t gos O o v g
= b fAAA”,’ S W5 gam 4
i R ¢ o [y b
S0 @ @ e R
[ oaw - [
07 -t 07+t
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400
Temps (j) Temps (j)

Figure IV.4: Evolution du rapport MVS/MES des boues
BAMI (1:TSB=9,8 j / 2:TSB=37,2j / 3:TSB=160,0; 110,3j / 4:TSB=53,0 )
BA (1:TSB=9,2j / 2:TSB=32,0j / 3:TSB=14,3j)

Les courbes montrent tout d’abord qu’il n’y a pas d’effet trés important de la séparation
membranaire sur la proportion de matiéres organiques et minérales dans les boues. Le rapport
MVS/MES est compris entre 0,8 et 0,9 pour les deux systemes. Cependant, il semble que le
rapport MVS/MES des boues soit légerement inférieur dans le procédé a boues activées
lorsque 1’age des boues est important (période 2). Ceci est confirmé par la figure IV.5 qui

présente le rapport MVS/MES des boues en fonction de leur concentration en MES.
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Figure IV.5: Evolution du rapport MVS/MES des boues en fonction de la concentration en MES

Cette différence peut probablement étre expliquée par le fait que les pertes de boues du BA,
qui sont plus importantes a forts ages de boues, sont plus chargées en matieres organiques que

les flocs qui décantent.
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Par ailleurs, contrairement a ce qui aurait pu étre attendu, la figure IV.5 montre qu’une
augmentation des MES et donc de 1’age des boues n’induit pas une augmentation significative
de la fraction minérale dans le BAMI. En effet, le rapport MVS/MES semble relativement
constant durant toute 1’étude. Pollice et al. (2004) ou Rosenberger et al. (2002) ne constatent
pas non plus d’accumulation de matic¢res inorganiques dans un BAM fonctionnant avec une
quasi absence de purge. Pour le premier auteur, le rapport MVS/MES reste égal a 0,80 contre
0,75 pour le second.

Dans notre cas, la concentration en matieres minérales dans les boues peut étre influencée par
leur concentration dans I’ERU. La figure IV.6 montre I’évolution du rapport MVS/MES de

I’eau usée d’entrée.
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~ Figure IV.6: Evolution du rapport MVS/MES de 'ERU
1:1%¢ période / 2:2°™ période / 3: 3™ période / 4: 4°™ période

Compte tenu de cette figure, il apparait que le rapport MVS/MES de 1’eau usée ne présente
pas de différences significatives entre les différentes périodes.

Etant donné que les maticres volatiles de la boue sont dégradées et minéralisées de manicre
plus importante a fort 4ge de boues, les résultats montrent donc que la fraction minérale de la
boue est solubilisée et de maniére plus importante lorsque le temps de séjour des boues
augmente. Ceci peut étre mis en relation avec un pH relativement faible 5-6 observé dans

cette étude qui favorise la solubilisation des précipités classiques (carbonates, phosphates).
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IT. Caractérisation des flocs

Au cours de I’étude, la composition en EPS des flocs a été déterminée dans les deux
réacteurs dans 1’objectif d’étudier les relations pouvant exister entre EPSj et d’autres

propriétés des flocs.

1. EPS des flocs

Le tableau IV.1 présente les gammes des teneurs en EPSjis obtenues pour les deux

boues, toutes périodes et donc tous ages de boues confondus.

Tableau IV.1: Teneurs limites en EPS dans les flocs (mg.gMVg'l)

Protéines Polysaccharides Substances Humiques
BA 11,5-45,3 4,5-10,9 6,3-19,0
BAMI 5,5-41,3 1,9-25,1 0-16,6

Dans les deux procédés, la majorité des polymeres liés aux flocs sont des protéines. Plusieurs
auteurs utilisant la méme technique d’extraction sur des boues urbaines aboutissent a cette
méme observation (Cadoret et al. 2002, Martin-C et al. 2001 ou Wilén et al. 2003). II apparait
également que I’amplitude de variation des teneurs en polymeres des flocs est la plus élevée
pour les protéines.

La figure IV.7 présente, pour chaque période et pour chaque réacteur, 1’évolution de la
quantit¢ d’EPSji¢s en fonction des concentrations stabilisées en MES. Cette représentation
permet simultanément d’observer I’influence de 1’age de boues puisque celui-ci augmente
avec la concentration en MES.

Sur chaque graphe sont reportés la quantité¢ d’EPS totaux ainsi que la contribution de chacune
des espéces (substances humiques, protéines, polysaccharides). Les quantités d’EPS totaux
sont calculées comme la somme des teneurs en substances humiques, protéines et

polysaccharides.
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Figure IV.7: Evolution des EPS présents au sein des flocs

Par comparaison des deux procédés, il apparait tout d’abord que les teneurs globales ou
spécifiques en EPSjs ne présentent pas de différences significatives entre les deux
procédés étudiés. La séparation membranaire ne provoquerait donc pas de
modifications importantes dans la teneur en EPS des flocs lorsque les procédés
fonctionnent a des ages de boues et a des concentrations en MES similaires (ici dans la
gamme 1 a 4 gMES.L'l).

Par ailleurs, I’observation de 1’évolution globale des EPS (Figure 1V.7), montre que des
tendances générales, valables pour les deux procédés, se dégagent. Tout d’abord, la
concentration totale en EPS)i¢s diminue de 70 a environ 35 mg.gMVS'1 lorsque la concentration
en MES augmente de 1 2 6 gL' ou ’4ge de boues augmente de 9 & 53 jours. Au dela de 6
gmes.L” le manque de données expérimentales ne permet pas de conclure de fagon certaine.
Cette évolution a également été remarquée par Cho et al. (2004) pour les mémes gammes de

concentration en MES que les notres (Figure IV.8).

134



100
e TSB =8 jours

~ 80 o TSB =20 jours
g a TSB =80 jours
60
S
é 40 _ D\.;\.»\n ------ I é—-»—--‘ 7777777777777 -
c/;)é’ —B\A\H
% )
=

N
[e]
»

2000 4000 6000 8000 10000
Concentration en MES (mgys.L1)

Figure IV.8: Relation entre EPS;;,; et MES pour différents dges de boues (TSB) (Cho et al. 2004)

Comme dans notre cas, la variabilité des concentrations en EPSys est la plus élevée pour de
faibles ages de boues.

En ce qui concerne chaque type d’EPS, comme indiqué précédemment (Tableau IV.1), leur
teneur au sein du floc est variable. L’évolution de la teneur en protéines, espéce majoritaire,
conditionne celle de la totalit¢ des EPS. Une augmentation de 1’age des boues entraine une
diminution de la teneur en protéines de 40 mg. ngs'l a 20 mg. ngs'l.

Cette diminution de concentration est un peu moins marquée pour les polysaccharides et
substances humiques. En effet, aprés une diminution apparente de la quantité de
polysaccharides lorsque la concentration en MES passe de 1 4 4 gygs.L™, il semble que leur
teneur augmente pour des concentrations supérieures a 4g.L™', ¢’est-a-dire pour les plus forts
ages de boues.

Ainsi, une tendance générale a la diminution des EPS avec I’augmentation de I’age des
boues est observée. Toutefois, la teneur en polysaccharides présente un comportement

significativement différent de celle des protéines (Figure IV.7).
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Cela nous amene donc a étudier 1’évolution du rapport protéines/polysaccharides en fonction

de la concentration en MES et de I’age des boues (Figure IV.9).
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Figure IV.9: Relation entre le rapport protéines/polysaccharides (PN/PS) des flocs et les MES/I’age des boues

Le rapport protéines (PN) sur polysaccharides (PS) des flocs est en permanence
supérieur a 1 et évolue en fonction de la concentration en MES et de I’age des boues.
Pour une faible concentration en MES, la quantité de protéines est trés supérieure a
celle des polysaccharides et constitue I’espéce majoritaire (rapport PN/PS proche de 4).
A fort dge de boues ou lorsque la concentration en MES est élevée les flocs évoluent vers
des rapports protéines/polysaccharides inférieurs a 2.
Ainsi, une augmentation de 1’age des boues pourrait entrainer :
1. une conversion de plus de substrat en polysaccharides et/ou moins en protéines du
fait de la modification de 1’état physiologique des bactéries. Ce changement pourrait
notamment s’effectuer au profit de la maintenance,
2. une dégradation (hydrolyse ou solubilisation) des protéines plus rapide que celle des

polysaccharides en méme temps que la minéralisation de la boue.
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Les résultats obtenus par Stricot (2004), qui a étudié le stockage aérobie de boues issues de
BAM, confirment plutét la deuxiéme hypothése c’est-a-dire une dégradation des protéines
plus rapide que celle des polysaccharides. En effet, cette étude montre que lors d’une absence
d’alimentation, la quantit¢ de protéines dans les flocs décroit plus rapidement que celle des
polysaccharides. Dans ces mémes expériences, les polysaccharides s’accumulent dans le
surnageant contrairement aux protéines ce que nous avons également observé (Chapitre I1I).
Ceci montrerait que la dégradation des exo-polysaccharides est beaucoup moins rapide que
celle des protéines. Selon Stricot (2004), 1I’évolution des protéines dans le floc, notamment les
enzymes extracellulaires (hydrolases et autres), semble suivre celle de la fraction de bactéries
actives dans la boue ; diminution progressive des bactéries actives avec 1’augmentation de
I’age de boues. Au contraire, la cinétique d’hydrolyse des polysaccharides semble plus lente
et découplée de celle de la biomasse active globale.

Ces résultats confirment les hypotheses du modele général de Laspidou et Rittman (2002). En
effet, I’hydrolyse des exopolymeres est considérée dans ce modéle comme une cinétique
d’ordre 1 par rapport au substrat et indépendante de la cinétique de déces de la biomasse.
Suivant les valeurs du taux d’hydrolyse et du taux de déces, ceci peut conduire a une baisse de
la concentration en biomasse active plus rapide que celle en exopolymeres (cas possible pour
les polysaccharides), ou a des vitesses de diminution comparables entre la biomasse et les

EPS (cas des protéines dans notre étude).

2. Evolution de la taille des flocs

La distribution de la taille des flocs a été analysée durant tout le fonctionnement des
réacteurs. Le diamétre moyen (dsp) en volume et en nombre est représenté aux figures IV.10

et figures IV.11 en fonction de la concentration en MES des deux boues.
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Figure IV.10: Evolution du diamétre moyen des flocs ~ Figure IV.11: Evolution du diaméetre moyen des flocs
(répartition en volume) en fonction des MES (répartition en nombre) en fonction des MES
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Les figures IV.10 et figures IV.11 permettent de constater qu’il existe deux populations de
particules :
- une population nombreuse de fines particules (colloides, bactéries libres, fines MES)
de diametre centré entre 1 et 4 pm (visible sur la répartition en nombre).
- une population de macro-particules (diametre moyen entre 40 et 250um) détectables
sur la répartition en volume.
Pour une méme concentration en MES, le diametre moyen des fines particules et flocs est
relativement proche pour les deux boues. Ce résultat est intéressant car bien que les mémes
parameétres opératoires soient fixés dans les réacteurs (age des boues, temps de séjour
hydraulique, charge organique), les conditions hydrodynamiques régnant au sein des réacteurs
sont différentes. En effet, les réacteurs n’ont pas la méme géométrie, le méme systeme
d’agitation, le méme type d’aération. Pourtant, la taille des flocs semble relativement similaire
entre les deux systémes, a concentration en MES équivalente.
Des différences de distribution ont pu étre observées uniquement sur la premiére période
lorsque les deux procédés fonctionnaient a faible concentration en biomasse (1,5-2,0 g.L™) et
au plus faible age de boues (9,8 jours). Par exemple, la figure IV.12 montre les répartitions

granulométriques obtenues pour chaque boue a la fin de la premiére période.
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Figure IV.12: Distribution granulométrique des boues du BA et du BAMI a la fin de la 17 période

On note, a cette période, la présence de fines particules dans le BAMI. De plus, le diametre
correspondant au maximum de la population de flocs est de 260 um pour le BAMI et 170 um
pour le BA. Ceci peut s’expliquer par I’absence de pompe de recirculation dans le BAMI et
des contraintes de cisaillement associ¢es. En effet, durant une durée limitée, 1’ajout sur le
BAMI d’une pompe péristaltique fonctionnant au méme débit que celle du procédé a boues
activées a conduit a une diminution de la population maximale dans le BAMI et a abouti a

une distribution semblable a celle du BA.
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Toutefois, lorsque les ages de boues et concentrations en MES augmentent, les deux

populations du BA et du BAMI se confondent. Au final, les graphiques des figures IV.10 et

figures IV.11 présentent une allure similaire constituée de 3 phases :
Phase 1: le diametre moyen des flocs diminue de 225 a 80 pm et celui des fines
particules de 3,6 & 1,7 pm, lorsque la concentration en MES augmente de 1 43 g.L™
Le profil de diminution du diamétre des flocs est tout a fait comparable a celui de la
concentration en EPS liés qui diminue de 70 a 35 mg. ngs'l du fait de la diminution de
la teneur en protéines et des polysaccharides. Cependant, les conditions
hydrodynamiques au sein des réacteurs changent également avec la concentration en
MES. En effet, pour maintenir une concentration en oxygene équivalente entre toutes
les périodes, le débit d’air doit étre augmenté, créant plus de turbulences dans le
réacteur, ce qui peut expliquer partiellement la diminution de la taille des flocs.
Phase 2 : le diametre des flocs reste a une valeur stable d’environ 80 pm et celui des
fines particules a environ 1,7 pm pour une concentration en MES comprise entre 3 et
5,5 g.L"!. Dans le méme temps, la concentration en EPS liés reste également constante
a environ 35 mg.ngs'l.
Phase 3 : le diametre des flocs augmente de 80 a environ 95 pm et les fines particules
de 1,7 2 2,0 um lorsque la concentration en MES augmente de 5,5 a 7,8 g.L"'. Bien
que dans ce cas une seule mesure ait été effectuée, la concentration en EPS liés

augmente alors de 35 a 50 mg. ngs'l.

Pour résumer, a faible concentration en MES (1 a 3 g.L™") lorsque le rapport substrat/micro-
organismes est plus élevé, les microorganismes sont plus favorablement en phase de
croissance et produisent des EPS, principalement des protéines selon les mesures réalisées,
mais également des polysaccharides. Ces polymeres peuvent servir d’agent floculant et
induire une élévation de la taille des flocs lorsqu’ils sont présents en forte quantité. Ainsi,
lorsque ’age des boues augmente de 10 & 53 jours et la concentration en MES de 1 4 5 gL,
la diminution de la teneur en protéines et polysaccharides peut expliquer la diminution de la
taille des flocs.

Pour de forts ages de boues, 110 jours dans notre cas, les micro-organismes ont un
métabolisme principalement endogeéne; 1’augmentation de la teneur en polysaccharides, la
libération de produits issus de la lyse cellulaire associées a une plus forte densité cellulaire

conduisent alors peut-étre a une refloculation et une augmentation de la taille des flocs.
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Pour conclure, la taille moyenne des flocs ne peut étre reliée a un seul parametre puisqu’elle
résulte d’un équilibre complexe entre :
- des forces de cohésion résultant de la teneur en différents exopolymeres,
- d’une probabilité de rencontre qui augmente avec la concentration en MES des
boues,
- des contraintes hydrodynamiques qui varient avec I’augmentation du débit d’air, la

variation de la viscosité du milieu.

Pour savoir si I’augmentation de la quantit¢ de polymeéres au sein des flocs s’accompagne
d’une évolution de la densité des flocs, la valeur de la dimension fractale des flocs a été
déterminée. Celle-ci est présentée en fonction de la concentration en MES des flocs
(Figure 1V.13). La dimension fractale mesure la capacité d’un objet a remplir I’espace. Ainsi,

plus la dimension fractale est élevée et plus le floc est dense.
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Figure IV.13: Evolution de la dimension fractale des flocs en fonction de la concentration en MES
(graphique a) et de 1’age des boues (graphique b).

I1 apparait que I’augmentation de la concentration en MES s’accompagne d’une augmentation
de la dimension fractale de 2,05 a 2,18 et donc de la densité des flocs. Cette variation est
significative si I’on en croit les domaines de variations de la dimension fractale rapportés dans
la littérature : 1,7 a 2,5 pour des flocs biologiques selon Waite (1999). De plus, le profil de
variation de la dimension fractale présente une forte variation entre 1 et 3 gMEs.L'1 tout
comme les EPSji¢s ou le diametre moyen des flocs.

Au final, en regroupant les résultats sur les EPS liés et ceux de la dimension fractale, il
apparait que I’augmentation des MES et de I’age des boues sont synonymes d’une diminution
de la taille des flocs et simultanément d’une densification qui peut étre liée a la diminution de
la teneur en EPSy¢s. Ces évolutions de la structure des flocs seront a rapprocher des résultats

de filtration, ce qui fait I’objet du chapitre V.
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Les figures IV.13 a et b montrent également que le procédé a boues activées présente
des flocs dont la dimension fractale est plus grande que ceux du BAMI. Pour un méme
diametre de particules, les flocs les plus denses ont une meilleure aptitude a la décantation et
restent donc au sein du procédé a boues activées. Au contraire, les flocs les moins denses ont

du mal a décanter et pourraient étre évacués en surverse de décanteur.

3. Décantabilité et épaississement de la boue

Les figures V.14 et figures IV.15 montrent respectivement 1’évolution de I’indice de
boues (IB) et de la turbidité du surnageant apres 30 minutes de décantation en fonction de la
concentration en MES des boues. La teneur en EPSji¢s n’a pu étre tracée en fonction de
I’indice de boues car le nombre d’analyses effectuées le méme jour, c’est-a-dire sur

exactement la méme boue, est insuffisant.
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Figure IV.14: Evolution de la décantabilité Figure IV.15: Evolution de la turbidité du
des boues surnageant de boues aprés 30 minutes de

décantation.

La figure IV.14 montre que l’indice de boues diminue avec I’augmentation de Ia
concentration en MES de 2 4 8 g.L”! selon une loi quasiment linéaire (s’il est fait abstraction

des échantillons présentant des boues filamenteuses) :
IB(mL.g")=-6,52 MES (g.L") + 114

I1 faut noter qu’au cours du fonctionnement des réacteurs, la présence de boues filamenteuses
n’a été remarquée que sur le réacteur a boues activées. La diminution de I’indice de boues,
soit le volume occupé par un gramme de boue, traduit la densification des flocs et conduit a
une meilleure aptitude a I’épaississement.

En ce qui concerne la turbidité¢ du surnageant des boues ayant décantées durant 30 minutes,

elle augmente lorsque la concentration en MES augmente. Ainsi, I’augmentation de 1’age des
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boues conduit a de faibles tailles de flocs et a un surnageant de décantation de moins bonne
qualité. Le nombre de microflocs ayant des difficultés a décanter augmente donc dans le
BAMI lorsque 1’age des boues augmente.

La décantation ne permet probablement pas d’éliminer les micro-flocs inférieurs a 50 um
ainsi que les colloides, contrairement a la centrifugation ou la filtration. C’est d’ailleurs
pourquoi il est difficile de faire des comparaisons entre la turbidit¢ du surnageant de
décantation, la DCO du perméat de filtration sur 0,45 pm (DCO "soluble") ou EPS du
surnageant de centrifugation a 4200 G (EPS "solubles").

Pour conclure sur les caractéristiques des flocs, il apparait que 1’augmentation de 1’age des
boues se traduit par une diminution de la production d’EPSjis. Simultanément la taille de
I’agrégat biologique diminue (Figure IV.10) mais gagne en compacité (Figure 1V.13). En
effet, le passage d’une concentration en MES de 1 4 6 g.L”' provoque une augmentation de la
dimension fractale de 2,05 & environ 2,18 traduisant ainsi une baisse de la porosité du floc.
Liu et Fang (2002) constatent également une baisse de la porosité des flocs avec la diminution
de la quantité¢ d’exopolymeres liés. La porosité plus élevée des flocs comparée a celle de
granules est associée selon ces auteurs a une quantité plus ¢élevée d’exopolymeres au sein des
flocs. Par ailleurs, nos résultats montrent que lorsque le diamétre des flocs diminue, la qualité
du surnageant de décantation diminue également. On peut donc penser que la diminution du
diametre moyen des flocs lorsque 1’age des boues augmente est due a une défloculation
partielle qui induit une augmentation du nombre de colloides dans le surnageant. Dépassé un
temps de séjour des boues (110 jours dans notre cas) et pour une forte densité cellulaire, une

refloculation est observée qui pourrait étre associée a une augmentation des EPSyg.

III. Caractérisation du surnageant des boues

Ce paragraphe permet 1’étude de I’influence de la séparation membranaire sur les
caractéristiques du surnageant du milieu biologique. Les grandeurs étudiées ici concernent la
DCO et les exopolymeéres du surnageant qui par convention seront dites "solubles". La DCO
soluble est obtenue par filtration sur membrane 0,45 pm ; la concentration en EPS du
surnageant par centrifugation a 4200 G pendant 15 minutes. Ces échantillons peuvent donc
encore contenir des maticres colloidales.

Comme il a été vu dans le chapitre III, la séparation membranaire retient peu de substances
humiques mais retient des protéines et des polysaccharides dans le surnageant de la boue. Ces
composés s’accumulent transitoirement puis leur concentration diminue progressivement. Il

est alors intéressant d’analyser les caractéristiques du milieu apres cette phase dynamique. La
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figure 1V.16 présente les concentrations en EPS solubles obtenues aprés une période de

stabilisation.
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Figure IV.16: Relation entre EPS spécifiques des surnageants et concentrations en MES stabilisées

Quel que soit le procédé étudié, les substances humiques représentent les principaux

\ N -1 . .
exopolymeres du surnageant (12 a 35 mg.L"). Contrairement aux polysaccharides et aux
protéines, les substances humiques proviennent exclusivement des eaux usées. C’est donc
pour cette raison que ces substances sont en trés faibles concentrations dans les flocs alors

qu’elles constituent le groupe majoritaire des EPSomubles-

Apres stabilisation, les protéines constituent le groupe minoritaire des exopolymeéres du
surnageant (0 & 16 mg.L™). I est difficile de comparer leurs concentrations a celles trouvées
dans d’autres travaux. En effet, la plupart des études surestiment leur concentration car elles
ne tiennent pas compte des interférences, dues aux substances humiques, lors de la mesure
d’absorbance. De plus, les méthodes de séparation des composés solubles ne sont pas

identiques et peuvent mener a des biais dans I’interprétation des résultats.
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Enfin, la concentration en polysaccharides varie de 4 a 39 mg.L"' avec une amplitude de

variation plus élevée dans le surnageant du procédé a boues activées. Ces valeurs restent dans
les gammes de concentrations observées dans d’autres études. En effet, Lesjean et al. (2004),
dans un BAMI alimenté en eau usée municipale fonctionnant a 8 jours d’age de boues
trouvent une concentration en polysaccharides comprise entre 2 et 17 mgéq_(b,lucose.L'1 contre 4,3
a 26,6 mgéq_glucose.L'1 pour la premicre période de cette ¢tude, c'est-a-dire 9 jours d’age des
boues. Malgré les caractéristiques des ERU et les conditions opératoires probablement
différentes, Lesjean et al. (2004) travaillant notamment avec des bassins anoxies, aérobies et
anaérobies placés en série, ces valeurs sont du méme ordre de grandeur que les notres.

La comparaison des deux procédés montre également que les concentrations en
polysaccharides et protéines sont nettement plus faibles dans les boues du BA par
rapport au BAMI lorsqu’ils fonctionnent a faibles concentrations en MES et ages de
boues. En effet, pour une concentration en MES comprise entre 1 et 2,5 gL, la
concentration en polysaccharides est d’environ 5 a 10 mg.L'1 dans le surnageant du
procédé a boues activées contre environ 25 mg.L™' dans celui du BAMI. Lorsque la
concentration en MES augmente (supérieure a 3 g.L'l), les concentrations en protéines et
polysaccharides augmentent dans le BA et se confondent aux valeurs mesurées dans le
BAMI.

Il faut noter que les résultats obtenus sur la boue du procédé a boues activées semblent
reproductibles car des concentrations équivalentes en polysaccharides et protéines ont été
obtenues pour la période d’age de boues de 9,2 jours et 14,3 jours.

L’évolution de la concentration en EPS totaux avec I’age des boues présente également des
évolutions similaires a celles des exopolymeres spécifiques. La figure IV.17 illustre cette
évolution dans le surnageant du BAMI. Les concentrations en matiére organique
correspondent a la moyenne des concentrations obtenues a la fin de chaque période de

fonctionnement a un age de boues donné.
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Figure IV.17: Evolution de la concentration en DCO, EPS totaux, Polysaccharides (PS) et Protéines (PN) du
surnageant de BAMI en fonction de 1’age des boues (concentration prise une fois stabilisation)

Pour de faibles dges de boues (inférieurs a 53 jours) : les concentrations en exopolymeéres

spécifiques (protéines et polysaccharides) diminuent lorsque 1’age des boues augmente
entrainant une diminution de la concentration en DCO de 83 4 50 mg.L", et des EPS totaux
de 72 4 44 mg.L". Il semble assez logique qu’un temps de séjour des boues élevé permette
une épuration biologique plus poussée car alors le temps de contact entre la matiére organique
retenue par la membrane et la biomasse est plus long. La matiére organique lentement
biodégradable peut alors étre dégradée.

Pour des ages de boues élevés (supérieurs a 53 jours) : lorsque 1’age des boues augmente

de 53 a 110 jours, la concentration en polysaccharides augmente de 17 & 33 mg.L™ pendant
que simultanément la concentration en protéines augmente de 8 4 12 mg.L™". Par conséquent,
la concentration en EPS totaux augmente de 44 a 77 mglL”, celle de la DCO de
50 2 80 mg.L". Les résultats concernant les EPS a 110 jours d’age de boues sont toutefois a
interpréter avec précaution car le bioréacteur & membranes n’est probablement pas en régime
parfaitement stabilisé. Cependant, a de forts ages des boues (supérieurs a 53 jours) les micro-
organismes pourraient avoir un métabolisme principalement endogeéne qui provoque la lyse
cellulaire et donc la libération et I’accumulation d’EPS plus difficilement biodégradables. Une
partie de ces EPS serait adsorbée au floc ou participerait aux pontages entre cellules et une

autre partie serait hydrolysée et solubilisée dans le milieu.

De plus, globalement, les variations en EPS et DCO suivent les mémes évolutions. Les

polymeéres constituent une partie de la matiere organique du milieu et a ce titre sont inclus
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dans la mesure de la DCO soluble. La concentration en EPS solubles est représentée en

fonction de celle de la DCO (Figure IV.18).
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Figure IV.18: Relation entre EPS totaux, protéines + polysaccharides et DCO du surnageant
(Concentrations prises sur la totalité du fonctionnement des réacteurs)

Pour des concentrations en DCO inférieures a 40 mgL™, les concentrations en
polysaccharides et protéines sont pratiquement nulles alors que celle des substances humiques
est d’environ 30 4 40 mg.L". Puisque les polysaccharides et les protéines sont quasiment
absentes a ces concentrations en DCO, cela signifie que 25 a 40 mg.L"' de substances
humiques représentent environ 15 a 30 mgpco.L™, si toutefois la DCO n’est composée que de
substances humiques.

Pour des concentrations en DCO supérieures a 40 mg.L™' une relation linéaire entre les EPS et
la DCO du surnageant est observée qui intégre a la fois les données du procédé a boues

activées et du BAMI (IV.1):

EPS =0,73.DCOq, . +16 (IV.1)

Totaux.solubles

Dans ce cas, I’évolution de la concentration en DCO suit celle des polysaccharides et des
protéines. L’écart de concentration entre les EPS totaux et la concentration des protéines et
des polysaccharides est constitué par les substances humiques. En accord avec les résultats
précédemment trouvés (Figure IV.16), il apparait que cet écart reste constant (= 30 mg.L™)
quelle que soit la concentration en DCO dans le surnageant de BAMI. Les substances
humiques constitueraient donc un talon de DCO difficilement dégradable pratiquement pas

retenu par la membrane (chapitre III).
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IV. Conclusion et discussion

Ce chapitre a permis d’étudier I’influence de la séparation membranaire sur les
caractéristiques de la boue biologique apres stabilisation des réacteurs BA et BAMI.
La séparation membranaire semble peu influencer les caractéristiques des flocs puisque
I’évolution générale des parametres étudiés est similaire entre le BAMI et le procédé a boues
activées. En revanche, une modification de I’age des boues (les forts dges de boues étant
obtenus avec le BAMI) entraine un changement des propriétés des flocs. Deux phases
différentes sont distinguées :
1. Paugmentation de 1’age de boues de 9 a 53 jours entraine une diminution de la
teneur en EPSliés (70 a 35 mg.gMVS'l) et de la taille des flocs (200 a 80 pm). Lors de
I’augmentation de I’dge des boues, la quantité d’EPSji¢s diminue provoquant une
défloculation. Par conséquent, la turbidité du surnageant augmente et la taille des
agrégats diminue. La compressibilité de la boue est diminuée et la densité des flocs
accrue,
2. I’augmentation de 1’dge des boues de 53 a 110 jours entraine une augmentation de la
teneur en EPSji¢s et donc de la taille des agrégats. Cette augmentation de la quantité
d’EPSji¢s pourrait alors étre due a une augmentation de la lyse cellulaire et a une

libération de substances favorisant la floculation.

L’influence de la séparation membranaire sur les caractéristiques du surnageant a également
été étudiée. La membrane permet la rétention des composés du surnageant et notamment de
certains exopolymeres comme les protéines et les polysaccharides. Les différences entre les
deux procédés sont plus marquées pour de faibles ages de boues. La concentration en
polysaccharides et & un degré moindre en protéines, est inférieure dans le procédé a boues
activées. En revanche, les substances humiques ne semblent pas dégradées ou retenues par la
membrane et restent a une concentration relativement constante quel que soit ’age des boues.
L’augmentation de I’age des boues de 9 a 53 jours entraine une diminution de la
concentration en polysaccharides (25 4 15 mg.L™") et protéines (10 4 5 mg.L™"). Puis, au-dela
de 53 jours d’age de boues, les concentrations en polysaccharides et protéines augmentent et

atteignent respectivement 12 et 33 mg.L™.

Par ailleurs, abstraction faites des substances humiques, les protéines sont les produits

microbien majoritaires des flocs (11,5 4 45,3 mg.guvs ™) alors que ce sont les polysaccharides
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qui composent majoritairement le surnageant. Nous pouvons donc nous interroger sur les

mécanismes de dégradation et de production de ces exopolymeres (Figure IV.19)
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Figure IV.19: Etude des mécanismes d'élimination et de production des EPS des boues

Rappelons tout d’abord qu’une boue biologique est un milieu complexe dont les
caractéristiques résultent d’un état d’équilibre. A ce titre il faut prendre en compte I’ensemble
des mécanismes de dégradation/production/accumulation pour pouvoir expliquer les teneurs

en chacun des polymeéres de la boue.

Dans notre cas, les protéines constituent les polyméres majeurs des flocs et leur proportion
tend a diminuer & mesure que 1’age des boues augmente (PN/PS diminue). La production de
protéines, notamment les enzymes, pourrait donc étre liée a la concentration en biomasse
active des boues. Ainsi, a faible age des boues la croissance des micro-organismes est facilitée
et engendrerait une augmentation de la teneur en protéines des flocs. Cette hypothése est
¢galement celle avancée par Stricot (2004). Au-dela d’un age de boues donné, certains auteurs

(Durmaz et Sanin 2001, Liu et Fang 2003, Liao et al. 2001) supposent que les substrats
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organiques, alors en faible quantité par rapport a celle des micro-organismes, seraient
principalement utilisée pour la maintenance cellulaire. Cette situation devrait réduire la
production de polysaccharides et conduire a une augmentation du rapport PN/PS mais le
phénomeéne contraire a été observé dans notre étude. Signalons également que le phénomene
de lyse cellulaire devient plus important a forts ages de boues et donc qu’elle influencera
également les proportions en chacun des polymeéres des flocs et du surnageant. Ainsi, la
proportion en chacun des polymeéres dans les flocs est en partie liée a leurs cinétiques de
production.

Cependant, le taux de polymeéres dans les flocs n’est pas li€¢ seulement a leur cinétique de
production mais également a leur capacité a s’adsorber et a désorber. Une désorption rapide
d’un type de polymeéres doit mener a une baisse de la teneur en ce polymére dans les flocs et a
une augmentation dans le surnageant. Les cinétiques de désorption/adsorption seront
modifiées avec la température, le pH, probablement la concentration en biomasse, la taille des

flocs, etc... et dépendront de la localisation et du type de polymeres.

Les concentrations en polymeres du surnageant et des flocs sont en partie liées aux cinétiques
de désorption et d’hydrolyse. Il est difficile de savoir si I’hydrolyse des EPS a lieu
principalement dans le floc ou dans le surnageant. La plupart des études concernant
I’hydrolyse ont été réalisées sur des biomasses issues de boues activées. Elles démontrent que
les enzymes hydrolysantes sont principalement localisées a proximité des agrégats bactériens,
mais dans le cas du bioréacteur a membranes ceci n’est pas prouvé. Par exemple, la
concentration ¢élevée en polysaccharides dans le surnageant pourrait tenir a des cinétiques
d’hydrolyse plus lentes pour ces polymeéres que pour les protéines ou a une désorption plus

rapide.

Enfin, la membrane joue également un role clé dans 1’accumulation des polymeéres solubles
car elle présente des taux de rétention différents pour chacun des polymeres (Chapitre III). Le
taux de rétention varie également suivant les caractéristiques du milieu filtrant et les
conditions opératoires et donc entrainera une accumulation sélective des polymeres. Par
exemple, une modification de 1’age des boues change la quantité mais également la masse
moléculaire des polymeéres et donc modifiera les cinétiques d’hydrolyse ainsi que les taux de

rétention.

Pour conclure, il apparait donc que la membrane influence significativement Iles

caractéristiques d’une boue biologique en permettant I’accumulation de composés, mais que
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ces modifications sont largement influencées par 1’age des boues. Parce qu’elle autorise
également de travailler a des ages de boues ¢€levés, la séparation membranaire conduit a des
milieux plus concentrés sélectivement en exopolymeéres et nécessite que 1’on s’intéresse plus
largement aux phénomenes d’hydrolyse lente de ces macro-molécules. Par ailleurs, opérer a
un age de boues ¢levé va se traduire par une différence de structure (taille, densité,

compressibilité) des flocs et donc de leur filtrabilité.
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CHAPITRE V

ANALYSE DU COLMATAGE PAR UN
MILIEU BIOLOGIQUE DANS UN BAMI







L’objectif de ce chapitre est d’étudier et de comprendre 1’évolution du colmatage dans le
BAMI fonctionnant sans rétrolavages séquentiels avec un simple systéme d’insufflation d’air
sous forme de grosses bulles (Figure V.1). Il s’agit de fournir des informations pour lier

I’évolution du colmatage a celle du milieu biologique, pour des conditions opératoires fixées.
I

Description de I’évolution du colmatage —» - Identification de phases caractéristiques
sur le long terme dans 1’évolution du colmatage

Identification des facteurs influencant
le colmatage a court terme

Identification des mécanismes
du colmatage

!

Caractérisation
du colmatage

——p . Role des composés du milieu biologique

—> . Appréhension des interactions
composés-matériau membranaire

Figure V.1: Démarche adoptée dans la caractérisation du colmatage par un milieu biologique dans un BAMI

Nous allons dans un premier temps analyser le colmatage (en terme de dérive de pression
transmembranaire) et sa dynamique sur le long terme. Nous étudierons ensuite sa réversibilité
par des méthodes hydrauliques ou chimiques et enfin nous utiliserons la méthode des
incrémentations de flux de perméat pour caractériser la vitesse de colmatage a court terme et a

flux sur-critique afin de la relier aux propriétés du fluide biologique.

I. Identification des parameétres influengant le colmatage
a long terme

Le bioréacteur a membranes a fonctionné sous un flux de perméat constant de
5 L.h".m™ pendant 4 périodes réparties sur une durée de 420 jours. Ce flux de perméation a
¢té choisi pour éviter un colmatage trop rapide des membranes. Il a ensuite été maintenu a
cette valeur quel que soit le temps de séjour des boues afin d’étudier I’influence d’autres

conditions opératoires et des caractéristiques du milieu biologique sur la filtration.
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1. Evolution de la pression transmembranaire au cours du
temps

Il est important de rappeler ici que le BAMI a fonctionné en I’absence de
rétrolavages ou de phases de relaxation. La seule méthode utilisée pour limiter le
colmatage a été I’aération grosses bulles. Au cours de cette étude toutes les membranes
utilisées pour le BAMI étaient en polysulfone et avaient les mémes caractéristiques (voir
chapitre II).

La figure V.2 montre I’évolution de la pression transmembranaire au cours de la
filtration a long terme lors des 4 périodes de fonctionnement du BAMI. Sur une durée totale

de 420 jours, le BAMI a fonctionné pendant 340 jours.

Nous allons dans un premier temps présenter I’historique du fonctionnement, en précisant les
événements particuliers (lavages) intervenus lors de ce fonctionnement. Nous dégagerons

ensuite des tendances générales sur le colmatage a long terme.
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Figure V.2: Evolution de la pression transmembranaire au cours du fonctionnement du BAMI
(1:TSB=9,8 j / 2:TSB=37,2j / 3:TSB=160,0;110,3j / 4:TSB=53,0j)

1°"° période de fonctionnement :

Pendant la premiére période (TSB = 9,8 jours) la pression transmembranaire augmente
lentement (0,04 kPa.h™") pendant 24 jours puis, a partir du 24°™ jour une dérive brutale de la
pression transmembranaire est observée (1,20 kPa.h™). Un lavage de la membrane est alors
effectué le 27°™ jour sur le faisceau de fibres extrait du bioréacteur. Durant le lavage pratiqué
a D’extérieur du BAMI, tout le milieu biologique reste dans le BAMI et I’aération est
maintenue constante. Il n’y a donc pas de baisse du niveau de liquide au sein du réacteur d’ou

I’arrét de la régulation du niveau et par suite celui de 1’alimentation en ERU.
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eme :

Le lavage du 27 jour a consisté a :
- une ¢élimination de la gangue de boue a 1’aide d’une projection d’eau pressurisée le
long de la membrane,
- un rétrolavage a I’eau ultrafiltrée pendant 15 minutes a 1,5 bars,
- une perméation externe/interne pendant 30 minutes d’une solution a 1 gL' de
chlore actif.
Bien que cette procédure de lavage n’ait pas permis de récupérer la perméabilité initiale de la
membrane (seule 66 % de la perméabilité initiale a été récupérée), le faisceau de fibres a été
réintroduit dans le BAMI dés la fin de la journée afin de ne pas trop perturber la biomasse et
la filtration s’est poursuivie dans les mémes conditions que précédemment. Pendant les
24 jours suivants la pression transmembranaire a recommencé a monter lentement
(0,03 kPa.h™). Cette dérive est voisine de celle qui avait été observée dans la phase de

2éme

démarrage de la période 1. Au 5 jour de fonctionnement, le BAMI a été vidangé et arrété

8éme :

jusqu’au 128" jour.

2°"M période de fonctionnement :

La 2°™ période de fonctionnement (TSB = 37,2 jours) a débuté avec la membrane lavée, avec
une perméabilité égale a la perméabilité initiale soit 200 L.h™.m™2bar”. Au début de cette
période de fonctionnement la pression transmembranaire a augmenté a raison de 0,03 kPa.h™
jusqu’au 150°™ jour. Un décolmatage des membranes a alors été effectué. Comme lors de la
premiére période, la membrane a été lavée a I’extérieur du BAMI alors que celui-ci n’était pas
alimenté en ERU. Une succession de rétrolavages au chlore (I g.L™) a I’acide oxalique
(5 gL' et a la soude (4 g.L'") ont été effectués sur des durées de 15 minutes a 1,5 bars afin
de récupérer une partic de la perméabilité de la membrane (perméabilit¢ a la fin des
rétrolavages égale a 143 L.h™.m™.bar" soit 71% de la perméabilité initiale). Lors de la reprise
de la filtration, la valeur de la pression transmembranaire était de 0,05 bar puis elle a
augmenté a raison de 0,1 kPah' durant 6 jours. De nouveaux rétrolavages chimiques a
I’extérieur du BAMI ont alors été effectués :

- ¢limination de la gangue de boue,

- rétrolavage de deux fois 15 minutes a 1,5 bars avec du chlore a 1 g.L'l,

- rétrolavage 15 minutes & 1,5 bars a la soude (4 g.L™).
Le faisceau de fibres a été réintroduit dans le réacteur dans la journée méme et la filtration a
5 L.h'.m? a été poursuivie. Durant 40 jours la dérive de pression était de 1’ordre de

0,03 kPa.h™'. Le 197°™ jour le faisceau de fibres colmatées a directement été remplacé par un

faisceau neuf identique au précédent (méme perméabilité, matériau et diametre moyen des
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pores). Le lavage des membranes colmatées a consisté a ¢liminer la gangue de boue, puis a
effectuer 6 rétrolavages a 1’eau (1,5 bars, 15 minutes chacun) et enfin des lavages chimiques a
I’acide oxalique (5 g.L") et & I’ultrasil (6 g.L™"). L’analyse de Iefficacité de ces décolmatages
sera présentée au paragraphe II de ce chapitre.

3°™ période de fonctionnement :

Aprés une période sans relevé de la pression transmembranaire, le faisceau de fibres

8éme 3 éme

colmatées a été remplacé le 21 jour par un faisceau régénéré et la période de
fonctionnement a commencé avec ce faisceau (TSB= 160 jours). La dérive de pression au
cours de cette 3°™ période est en moyenne de 0,002 kPa.h™.

4°™ période de fonctionnement :

Enfin, le 320°™ jour, suite a un lessivage de la boue dii & son moussage nous avons vidangé
60 a 70% du milieu biologique et le faisceau de fibres a été¢ remplacé. Le BAMI a alors été
complété a 16 litres avec la boue du procédé a boues activées. La 4°™ période a commencé
avec un age de boues fixé a 53 jours. Aprés une montée soudaine de la pression
transmembranaire de 1’ordre de 1,04 kPa.h™”, le faisceau de fibres a été remplacé par un
faisceau complétement régénéré et la pression transmembranaire a évolué lentement a une

vitesse de Pordre de 0,003 kPa.h™".

Un premier résultat trés intéressant est que le BAMI a pu fonctionner sur des durées
relativement longues, (plus de 90 jours de filtration durant les 3°™ et 4°™ périodes) sans
rétrolavages séquentiels, avec uniquement une aération grosses bulles continue et un
faible flux de perméat. Seuls quelques lavages hydrauliques et chimiques ponctuels ont
di étre pratiqués pendant les 340 jours de fonctionnement (au total 8 lavages). Il est
donc tout a fait envisageable de faire fonctionner un BAMI sans rétrolavages séquentiels

a un flux de 5 L.h'.m™.

Un second résultat concerne 1’évolution de la vitesse de colmatage, définie ici comme la
variation de la pression transmembranaire par unité de temps. Cette vitesse varie suivant la
période d’étude, c’est a dire suivant le temps de séjour de la boue. Le tableau V.1 présente les
dérives de pressions observées apres une régénération des membranes ou un remplacement du

faisceau de fibres.
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Tableau V.1:Récapitulatif des valeurs de dérive de pression durant le fonctionnement du BAMI

Temps apres
régenération ou
Période Age de;) boues remplacement du ?153]%/(115
faisceau de membrane '
()
123 004
1 o8 | 2427 a0
1-24 0,03
____________ 22 | 003
2 w2 [T 6 o1
1-41 0,03
3 160,0-110,3 1-101 0,002
19 Lod
4 53,0 1-91 0,003

Deux types différents d’évolution de la pression transmembranaire sont observés: une
évolution lente (dPTM/dt < 0,1 kPa.h™) et une autre trés rapide (dPTM/dt > 1 kPa.h™). Pour la
1°® période de fonctionnement, ces deux phases sont successives.

L’ordre de grandeur de la dérive lente de pression est de 0,001 4 0,1 kPa.h™' et correspond aux
valeurs trouvées par d’autres auteurs pour un BAM fonctionnant sur du long terme a des flux
sous-critiques. Par exemple, Cho et al. (2002) et Ognier et al. (2004) observent
respectivement une vitesse de colmatage de ’ordre de 0,025 kPa.h™ et 0,07 kPa.h™ lors de la
montée progressive de la pression transmembranaire.

Lors de la montée brutale, des valeurs de 1,2 kPa.h' et 1,0 kPa.h™ sont respectivement

obtenues pour les périodes 1 et 4.

Dans la suite de ce chapitre, nous allons examiner les causes possibles des modifications de la
vitesse de colmatage. Nous allons en particulier examiner si elles peuvent étre dues a une
variation de certaines caractéristiques du milieu biologique. L’analyse des caractéristiques de
la boue et du milieu filtrant doit donc permettre 1’identification des facteurs et des composés
impliqués dans le colmatage. Nous allons successivement nous intéresser a 1’état du faisceau
de fibres puis a I’évolution de certaines propriétés du milieu biologique (MES, DCO,

EPSgombies) €n lien avec la variation de pression transmembranaire.
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2. Observation du faisceau de fibres - colmatage du
faisceau

Lors du fonctionnement du BAMI, la prévention du colmatage externe a été effectuée

3 -1
.S

au moyen d’une aération grosses bulles a un flux de 2,8.10'5 m .m'zmembrane soit
3,5.10" m’.s™".m  cacteur. L 0bjectif de cette aération était de limiter le dépot de particules a la
surface des membranes. A I’heure actuelle, des questions subsistent pour savoir quel est entre
le mouvement des fibres ou le taux de cisaillement généré prés des parois membranaires, le
phénomene participant principalement a la prévention du colmatage.
Dans le fonctionnement réel du BAMI, on observe, comme le montre la photo ci-dessous, un
colmatage du faisceau de fibres lui-méme : une gangue de boue se forme autour des fibres
creuses. Cette gangue pourrait adhérer aux fibres grace aux EPS du surnageant et ceux
sécrétés par les microorganismes du biofilm. Ce
Boue dernier type d’exopolymeres est d’ailleurs loin
d’étre négligeable, puisque Martin-Cereceda et
al. (2001) obtiennent une quantité¢ de protéines
dans un biofilm développé sur un support non
poreux, trois fois supérieur a celle dans la boue
activée.
La photo a été prise le 150°™ jour c’est-a-dire
22 jours apres le début de la deuxiéme période
Membrane

de fonctionnement du BAMI, alors que la

pression transmembranaire était de 0,19 bars

dans la premiere phase de colmatage (dérive
lente de PTM). Chaque fois que le faisceau de fibres a été sorti du réacteur pour étre lavé, que
I’augmentation soudaine de la pression transmembranaire ait eu lieu ou non, le faisceau avait
cette apparence. Cette observation souligne le fait que I’aération grosses bulles de notre
systéme permet peut étre de limiter le dépot de fines particules a la surface de la membrane (a
vérifier), mais ne permet pas d’éviter la formation d’un biofilm ou d’une gangue de boue qui
viennent agglomérer les fibres entre elles et colmater le faisceau en profondeur. Cette gangue
est répartie de facon hétérogene sur toute la longueur du faisceau de fibres. Par exemple, a
I’ceil nu, aucun biofilm n’est visible aux extrémités des fibres. Dans les premiers instants de la
filtration les fibres peuvent bouger indépendamment les unes des autres puisque la gangue de
boue n’est pas encore formée. Cependant, par la suite ’apparition de la gangue alourdit le
faisceau et limite le mouvement individuel des fibres. Seul est alors permis le mouvement de

I’amas de fibres.
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Ainsi, pour un méme débit d’aération sous le faisceau, 1’effet hydrodynamique change au
cours de la filtration et devient trés différent de celui qui serait observé avec des fluides non
biologiques. Les taux de cisaillement a la surface de la membrane sont peut étre conservés
(sauf si la gangue de boue modifie la répartition des bulles et leur taille), mais probablement
pas ’amplitude du mouvement des fibres. L’analyse des phénomeénes est donc complexe
quand on s’intéresse a la mise en ceuvre du décolmatage a 1’air pour des fluides biologiques
réels.

Nous verrons au paragraphe II la contribution au colmatage de cette gangue de boue.

3. Influence des caractéristiques du milieu biologique

Comme nous 1’avons vu au chapitre IV, le milieu biologique évolue au cours du temps
méme lorsque les conditions opératoires (age des boues, flux de perméat, aération) sont
maintenues constantes.

Nous avons dans un premier temps recherché s’il pouvait y avoir un lien entre les évolutions
de la pression transmembranaire et des variations de propriétés de la fraction particulaire du
milieu biologique. Nous avons donc analysé 1’évolution des performances hydrauliques du
BAMI en relation avec celle des MES et du diamétre des particules et des flocs. La figure V.3

présente les résultats obtenus pour les MES.
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Figure V.3: Evolution de la pression transmembranaire et des MES au cours du temps

Aucune relation directe ne lie les matiéres en suspensions de la boue et la pression
transmembranaire. En effet, alors que la concentration en MES augmente puis diminue tres
significativement durant la 3°™ période, aucune modification significative de la vitesse de
colmatage n’est observée. La qualit¢é des maticres en suspensions a certainement plus

d’impact sur le colmatage a long terme que leur quantité. Nous avons vu notamment que les
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teneurs en EPS des flocs et le rapport PN/PS diminuent durant les périodes 3 et 4 (age de
boues ¢élevé). Or il faut se rappeler que la revue bibliographique de ce manuscrit a permis de
montrer que les propriétés de surface telles que I’hydrophobicité ou la charge de surface ont
souvent un role dans le colmatage et que les teneurs en EPS liés et le rapport PN/PS influence
les propriétés d’adhésion. Ces caractéristiques ont pu jouer un role dans 1’établissement de la
gangue de boue.

Au cours de cette étude, aucune relation précise n’a €té trouvée entre 1’évolution de la
pression transmembranaire et ’indice de boues ou la concentration en EPS des flocs (résultats
non présentés). Notons toutefois que peu de valeurs expérimentales étaient disponibles pour

pouvoir conclure définitivement.

Nous avons également caractérisé I’évolution du diamétre des flocs et des particules des deux
boues. Chaque fois qu’une analyse granulométrique a été effectuée sur la boue du BAMI, les
pressions transmembranaires correspondantes a ce jour ont été relevées. Il est alors possible
de calculer la dérive de pression transmembranaire sur cette journée. Les figures V.4 et
figures V.5 présentent la dérive de pression transmembranaire en fonction des diametres

moyens des flocs.
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Figure V.4: Evolution de la vitesse de colmatage en Figure V.5: Evolution de la vitesse de colmatage en
fonction du diamétre moyen (répartition en volume) fonction du diameétre moyen (répartition en nombre)
des particules des particules

Toutes les valeurs du diametre moyen des flocs ou particules correspondent a une dérive de la
pression transmembranaire inférieure 4 0,1 kPa.h™', excepté pour le diamétre de 170 pm
(répartition en volume).

Plusieurs valeurs de dérive de pression transmembranaire correspondent a un diamétre moyen
compris entre 50 et 160 um pour la distribution en volume ou entre 1,5 et 3 pm pour la

répartition en nombre. Ainsi pour cette gamme de diamétre, s’il existe un lien entre vitesse de
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colmatage et diametre des flocs, il est peu significatif. Pour un diamétre moyen des flocs de
110 pm, il est méme observé une légere chute de la pression transmembranaire.

Pour des valeurs supérieures a 160 pm (3 wm pour la distribution en nombre) il est délicat de
se prononcer sur I’influence du diametre des flocs sur la vitesse de colmatage car pour un
diamétre de 170 um (3,1 pm pour la distribution en nombre) la dérive de pression

transmembranaire est trés élevée puis au-dela chute a une vitesse de colmatage plus faible.

Nous nous sommes également intéressés au role de la fraction soluble des boues a travers des

analyses de DCO et d’EPS du surnageant des boues (Figure V.6).
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Figure V.6: Evolution de la pression transmembranaire, de la DCO et des EPS solubles au cours du
fonctionnement du BAMI

Comme il a été vu au chapitre III, & chaque nouvel ensemencement du BAMI (1%, 128°™ et
320°™ jour), il y a tout d’abord accumulation de la matiére organique soluble sous la forme
d’EPS ou de DCO, avant que celle-ci soit dégradée. Durant les deux premicres périodes (du
1° au 197°™ jour) de fonctionnement du BAMI, la vitesse de colmatage est la plus élevée et
correspond également a des concentrations en DCO et EPS solubles maximales. La breve
augmentation de la pression entre le 380 et 390™ jour pourrait ainsi étre expliquée par
I’accumulation de composés solubles au sein du milieu biologique et donc peut étre sur/dans
le matériau membranaire et sur/dans le dépot de particules. La montée progressive de la
pression transmembranaire pourrait donc étre liée a la concentration en EPS et DCO du
surnageant. Rosenberger et Kraume (2002) ont observé un lien entre EPS du surnageant et

vitesse de colmatage ou I’augmentation des EPS du surnageant entraine 1’augmentation de la

vitesse de colmatage.
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La nature chimique de chacun des polymeres est différente et peut donc entrainer une
participation différente au colmatage. Nous avons donc étudi¢ 1’évolution de la dérive de
pression transmembranaire en fonction de la concentration en exopolymeres solubles

spécifiques (Figure V.7).
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Figure V.7: Suivi de la PTM en fonction des EPS totaux, protéines, polysaccharides et substances humiques
solubles lors du fonctionnement a long terme du BAMI

Toutes les dérives de pression transmembranaire des graphiques correspondent a une montée
progressive de la pression transmembranaire . En effet, aucune analyse des EPS solubles n’a
été effectuée lors d’une montée brutale de la pression transmembranaire.

Les graphiques de la figure V.7 ne permettent pas de dégager de relation précise entre EPS
solubles et dérive de pression transmembranaire dans la gamme de concentration considérée.
En effet, pour des concentrations données en EPS du surnageant plusieurs valeurs de dérive

de pression transmembranaire sont obtenues. Dans ces conditions, il est difficile de conclure.

Le chapitre III a permis de souligner le rdle de la membrane dans la rétention et
I’accumulation de protéines et polysaccharides dans le surnageant. Il a aussi permis de

montrer que les EPS solubles qui s’accumulent de maniére temporaire sont progressivement
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biodégradés. En particulier sur les deux derniéres périodes a forts ages de boues, les
concentrations en EPS solubles étaient stables et relativement faibles (peu d’accumulation
temporaire) et le colmatage était également tres faible.

Cependant le manque de données représentatives sur toutes les périodes de fonctionnement du
BAMI et en particulier aux fortes vitesses de colmatage ne permet pas de dégager une relation
simple entre les EPS du surnageant et la vitesse de colmatage a long terme. Par ailleurs, la
vitesse de colmatage dépend de 1’historique de la membrane et pas seulement d’un paramétre

pris instantanément.

Au cours de la revue bibliographique, nous avons mis en évidence que des variations de
température ou de pH peuvent entrainer des changements dans les cinétiques de production
des EPS. Elles peuvent également avoir un effet sur leur solubilité et leur adsorption sur les
flocs ou le matériau membranaire. Dans notre cas, le réacteur biologique est maintenu a une
température constante de 20°C alors que le pH n’est pas régulé. Nous avons donc voulu
connaitre 1I’implication du pH sur le colmatage. L’évolution de la pression transmembranaire

en fonction du pH est présentée a la figure V.8.

1

PTM (bar)
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Figure V.8: Evolution de la pression transmembranaire (PTM) en fonction du pH dans le BAMI

Il n’apparait pas de relation évidente entre le pH et la pression transmembranaire. On observe
que les fluctuations de pH sont trés importantes : au cours du temps le pH a varié entre 2,7 et
8,2. Les fluctuations des concentrations en EPS solubles et en particulier en protéines,
s’accompagnent de fluctuations de pH. Certaines conditions de pH pourraient permettre la
précipitation de composés solubles (carbonates, protéines, etc...), voire favoriser la création
d’un gel de protéines. A concentration identique en protéines, les phénoménes mis en jeu

peuvent donc étre tres différents selon la gamme de pH concernée. Ceci peut expliquer qu’on
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ne trouve sur I’ensemble des données sur le long terme aucun lien entre concentration en EPS

et dérive de pression.

Pour résumer sur cette partie, il apparait que la vitesse de colmatage est la plus faible pour les
3¢ ot 4™ périodes de fonctionnement du BAMI, c’est-a-dire pour les forts dges de boues
(53-110 jours). Nous avons donc cherché a expliquer ce fait en analysant les caractéristiques
des boues au cours du fonctionnement du BAMI. Nous avons tout d’abord constaté qu’il
n’existe pas d’effet significatif de la concentration en MES sur la dynamique du colmatage.
Aucun lien direct n’a été mis en évidence entre la taille des flocs et la vitesse de colmatage.
Le colmatage est d’autant plus faible que les molécules accumulées dans le surnageant sont
dégradables et dégradées. Ceci explique I’intérét de travailler a fort ages de boues. En
revanche aucune relation directe et simple n’a été établie entre dérive de pression
transmembranaire et teneurs en différentes substances solubles. Cela peut étre lié au manque
de données aux périodes trés colmatantes et/ou aux fortes variations de pH qui modifient la
proportion soluble/colloide des EPS.

A ce stade de notre étude, nos résultats nous orienteraient plus vers une implication des EPS
du surnageant dans le colmatage a long terme. Leur précipitation, leur dépdt et/ou adsorption
sur ou dans le matériau membranaire pourraient contribuer a I’augmentation de la vitesse de

colmatage.

IT. Reéversibilité du colmatage

Apres une période de fonctionnement, le faisceau de fibres a été extrait du BAMI afin
d’étudier la réversibilité du colmatage. Le faisceau colmaté a ét¢ introduit dans un systéme de
filtration équipé d’une pompe volumétrique permettant la succion/rétrolavage a des débits
¢levés. Ainsi, directement apres le prélévement du faisceau colmaté, sa perméabilité a 1’eau
pure (eau ultrafiltrée) a été mesurée puis des séquences de lavages hydrauliques ou chimiques
ont été pratiquées. Apres chaque séquence, la perméabilité a ’eau pure des membranes a été
déterminée.

Suivant cette technique, une succession de lavages a été réalisée sur le faisceau colmaté au
197¢me jour de fonctionnement du BAMI (TSB=37,2 jours) alors que la montée de la

pression transmembranaire était encore progressive.
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Les opérations suivantes ont été effectuées :
Lavage 1 : élimination de la gangue de boue par passage d’un jet d’eau pressurisé le
long des membranes,
Lavage 2-7 : rétrolavage a I’eau ultrafiltrée durant 15 minutes a 1,5 bars
Lavage 8 : succession de rétrolavages chimiques a 1,5 bar pendant 15 minutes (ultrasil

6 gL, acide oxalique 5 g.L'™").

Apres mesure de la perméabilité (Lp) et connaissant la résistance initiale de la membrane
(2,0.10" m™), la résistance du colmatage résiduel aprés chaque lavage peut étre déterminée en
utilisant le modé¢le des résistances en série (Equation V.1) :

1

TR, RO o

Avec L, : perméabilité de la membrane colmatée (m’.m™s" Pa™)
R.: résistance de colmatage (m™)
R : résistance hydraulique de la membrane (m™)

L : viscosité dynamique du perméat a la température de filtration (Pa-s)

Elim. , .
| gangue Rétrolavage a I’eau
N 6 7 / \
°
et
° 5,4 s S
® 2. 4,2
3,2 3,0 2’9 2,7
0
1 2 3 4 5 6 7 8

Numeéro de lavage

Figure V.9: Efficacité du lavage des membranes

Ainsi, le 197°™ jour de fonctionnement du BAMI, la résistance due au colmatage total était
d’environ 1,6.10"° m™. Cette valeur de résistance est certainement inférieure a la résistance
existant dans le BAMI, car en sortant le faisceau du réacteur il y a sGrement un changement
de structure et une perte de matiere. Cependant, cela montre que la résistance de colmatage est
bien supérieure a celle de la membrane (2,0. 102 m™).

L’¢élimination de la gangue de boue par ringage permet de supprimer 56% de la résistance due
au colmatage (passage de 1,6.107 a 7.1.10" m™). Les rétrolavages successifs a ’eau

ultrafiltrée permettent d’améliorer la perméabilité et de supprimer 61% de la résistance de
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colmatage restante. Le colmatage restant correspond donc au colmatage irréversible
hydrauliquement. Ainsi, la résistance due au colmatage réversible est estimée a environ
1,3.10" contre 2,7.10"* m™ pour le colmatage irréversible.
La série de rétrolavages chimiques effectués par la suite (lavage n°8) permet de récupérer la
totalité de la perméabilité de la membrane.
Pour conclure, la résistance de colmatage totale (1,6.1013 m'l) de la membrane au 197°™
jour peut étre décomposée en :

. 56% gangue (colmatage en profondeur du faisceau de fibres)

. 27% autre colmatage réversible

. 17 % adsorption

Ces résultats mettent en évidence le role important de la gangue de boue dans la
limitation au transfert de matiére. Cette gangue est facilement éliminable a I’échelle du
laboratoire par des méthodes hydrauliques simples. Un enjeu du développement de
BAMIs industriels sera de concevoir des systemes limitant la formation de cette gangue.
Par ailleurs, le colmatage par dépot particulaire en surface et a ’intérieur des pores de
la membrane améne une contribution significative au colmatage. Le role des fines

particules, bactéries libres et polymeres colloidaux dans ce colmatage reste a préciser.

IITI. Identification des paramétres influengant le
colmatage a court terme

Le but de ce paragraphe est d’étudier I’influence des caractéristiques d’un milieu
biologique sur les performances d’une filtration de courte durée. Il s’agit de déterminer le
pouvoir colmatant d’une boue afin d’identifier les composés et les mécanismes participant au
colmatage. La méthode adoptée est celle de la filtration par incrémentation du pas de flux
("flux-step”). Cette méthode est décrite dans la partie matériel et méthodes de ce manuscrit.
Au cours du fonctionnement du procédé a boues activées et du BAMI, des échantillons de
boues ont été prélevés et introduits dans un systéme de filtration annexe identique au BAMI.
La vitesse de colmatage (dRc/dt), pour chaque échantillon et chaque flux de perméat est alors

déterminée. Un exemple obtenu sur différentes boues est présenté figure V.10.

164



16
TSB: 37.2j
8 42 4 TSB:32,0] 6
E TSB:53,0] l
< 8- TSB:37.2]j . 8 §
% TSB: 9.2
r et
0 |
0 40 60 80

Jogec (L.h.m?)

Figure V.10: Analyse du pouvoir colmatant des boues
Formes noires : boues du BAMI / Formes blanches : boues du BA

Il apparait tout d’abord que la notion de flux critique est difficile & mettre en évidence dans ce
type de bioréacteur fonctionnant en filtration frontale. En effet, il existe, notamment pour la
boue du BA des flux de perméat pour lesquels la vitesse apparente du colmatage est nulle.
Cependant, I’incertitude sur ces faibles vitesses de colmatage est grande. De plus, méme si
une aération est placée sous les membranes, le transfert de particules et solutés vers la paroi
membranaire a toujours lieu. Pour ces raisons, aucun flux critique ne peut étre observable

dans ces expériences.

On observe ensuite que I’évolution de la vitesse de colmatage est similaire pour tous les
¢chantillons filtrés. Dans un premier temps, la vitesse de colmatage augmente
progressivement puis elle s’accélére.

Pour des flux de perméat inférieurs a 20 L.h™.m™, le pouvoir colmatant des différentes boues
est quasiment le méme. En d’autres termes, lors du fonctionnement d’un BAMI a de faibles
flux de perméat, les concentrations de la boue influent trés peu sur le colmatage a court terme.
I1'y a d’ailleurs pas ou peu de colmatage a court terme dans ce cas.

Pour des flux de perméat supérieurs 4 20 L.h™".m™, les boues présentent un comportement 4 la
filtration différent. On constate systématiquement que, quelles que soient les conditions
opératoires, les boues issues du BAMI présentent une vitesse de colmatage supérieure

aux boues issues d’un systéme a boues activées.
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1. Colmatage a court terme a dge de boues faible (9 jours)

Des expériences ont été réalisées afin de déterminer le pouvoir colmatant de boues
issues des deux bioréacteurs fonctionnant au méme age de boues de 9-10 jours et de
concentration en MES quasiment égale (MES=1,9 g.L"' pour le BAMI contre 1,5 g.L”" pour le
BA). Les boues introduites dans le systéme de filtration décrit au chapitre II, ont été filtrées
successivement en suivant la méthode d’incrémentation du flux de perméat. L’évolution de la
vitesse de colmatage pour les deux boues en fonction du flux de perméat impos¢ est reportée a

la figure V.11.
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Figure V.11: Comparaison du pouvoir colmatant d'une boue de BAMI et de BA
fonctionnant respectivement a 9,8 et 9,2 jours.

On observe que, quel que soit le flux de perméat appliqué et pour une concentration en MES
quasiment similaire, la vitesse de colmatage est supérieure dans le BAMI. Par exemple, pour
un flux de perméat de 30 L.h™".m™ la vitesse de colmatage est d’environ 4.10'> m™.h™" pour la
boue de BAMI alors qu’elle est inférieure 4 1.10"> m™.h™" pour celle du BA.

Pour comprendre la différence de comportement entre ces deux boues en terme de colmatage
a court terme, nous avons comparé les propriétés des boues. Dans un premier temps, les

distributions granulométriques des deux boues sont présentées (Figure V.12).
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Figure V.12: Distributions granulométriques des boues du BAMI et du BA
de I’expérience de filtrabilité (TSB : 9,2-9,8 j)

Il apparait que, pour cet age de boue, une des différences essentielles dans la structure
particulaire du milieu biologique est la forme de la distribution. En effet, alors que pour le
procédé a boues activées la distribution est unimodale avec une population de flocs centrée
sur 160 um, celle du BAMI est bimodale avec une population de flocs centrée sur environ
260 um et une deuxiéme population de fines particules centrée sur environ 6 pum. Les
membranes utilisées ici ont un diametre moyen des pores de 0,2 um c’est pourquoi les fines
particules peuvent contribuer au colmatage par dépot externe et interne pour celles ayant un
diameétre inférieur a 0,2 pum. Ainsi, pour ces faibles valeurs de MES, la différence de
comportement des deux boues a la filtration pourrait en partie étre expliquée par la présence
de fines particules (bactéries libres, colloides minérals et organiques) dans les boues du
BAMI. A concentration en MES équivalente, les structures des dépots de particules constitués

a partir des deux boues seront différentes.

De plus on observe une légere différence dans la dimension fractale des flocs issus des deux
réacteurs. Les flocs du procédé a boues activées présentent une dimension fractale de 2,10
alors que ceux du BAMI ont une dimension fractale de 2,00. Ces derniers sont donc
légérement moins denses et plus déformables ce qui peut contribuer a augmenter la résistance

et la compressibilité de leur dépot.

167



Chapitre V : Analyse du colmatage par un milieu biologique dans un BAMI

Les boues ont également été caractérisées par leur teneur en exopolymeres dans les flocs

(Figure V.13).
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FigureV.13: Proportions (graphique 1) et teneurs (graphique 2) en EPSj;; des flocs de BAMI et de BA de
I’expérience de filtrabilité (TSB : 9,2-9,8 j)
Substances humiques (m), protéines (m), polysaccharides (o).

Les teneurs en exopolymeres dans les flocs et donc leurs proportions sont quasiment
similaires pour les deux boues (incertitude de mesure estimée a 15% de la valeur). Les
exopolymeres des flocs de BAMI et du procédé a boues activées sont principalement
constitués de protéines, puisqu’elles représentent environ 57% des exopolymeéres présents.

Les concentrations en EPSliés étant quasiment similaires, il ne semble pas que les différences

de colmatage a court terme observées soient liés aux exopolymeres des flocs.
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Les concentrations en exopolymeéres des deux surnageants ont également été analysées

(Figure V.14).
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Figure V.14: Proportions (graphique 1) et concentrations (graphique 2) en EPS des surnageants
de boues de BAMI et de BA de I’expérience de filtrabilité (TSB : 9,2-9,8 j)
Substances humiques (m), protéines (m), polysaccharides (0).

Les surnageants des deux boues présentent des différences significatives de concentrations en
exopolymeres. Le surnageant de la boue de BAMI est beaucoup plus concentré en
exopolymeres solubles et colloidaux que celui du procédé a boues activées. La concentration
en substances humiques est quasiment similaire dans les deux surnageants (31 a 36 mg.L™).
Ces substances constituent 52% des exopolymeéres dans le cas du BAMI, contre 80% dans le
cas du procédé a boues activées. La différence majeure entre les deux boues est due aux
concentrations plus élevées en protéines et polysaccharides dans le BAMI. La concentration
en polysaccharides est de 24,9 mg.L™' dans le surnageant du BAMI et de 7,7 mg.L" dans le
surnageant du procédé a boues activées. En ce qui concerne les protéines, elles sont
inexistantes dans le surnageant du procédé a boues activées alors que 7,8 mg.L”' composent
celui du BAMI. Ainsi les protéines et les polysaccharides colloidaux et solubles pourraient
participer a la différence de comportement a la filtration des deux boues. Ces composés
peuvent notamment intervenir dans la structuration du gateau de filtration, former un gel a la

surface des membranes ou s’adsorber sur le matériau membranaire.
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Ces expériences de filtrabilité des boues de faibles temps de séjour (9-10 jours) et de
méme concentration en MES montrent donc que plusieurs parameétres pourraient
influencer le comportement d’une filtration a court terme :

- la taille des flocs,

- existence d’une population de fines particules,

- la concentration en EPS du surnageant et notamment celle des protéines et des

polysaccharides.

Signalons que les paramétres étudiés ici pour la caractérisation des boues ne représentent
qu’une faible part des facteurs pouvant influencer le colmatage. Outre les parameétres
opératoires, la synthése bibliographique a permis de mettre en évidence I’importance des

propriétés de surface (hydrophobicité, charge de surface) des flocs et colloides dans le

colmatage.

2. Influence des propriétés du fluide biologique sur le
colmatage a court terme

On peut ensuite se demander, de maniére générale, quand 1’age de boues varie quelles sont
alors les caractéristiques des boues menant a une différenciation de leur filtrabilité a court
terme? Ainsi, les mati¢res en suspension et les EPS du surnageant ont été analysés pour les
boues filtrées. Pour un flux donné (Figure V.10), il est possible de connaitre pour chaque boue
et donc pour une caractéristique donnée (DCO ou EPS) la valeur de la vitesse de colmatage.
Au final, nous pouvons tracer une courbe donnant la vitesse de colmatage en fonction d’un
paramétre caractéristique des boues. La figure V.15 présente la vitesse de colmatage obtenue
pour toutes les boues analysées (boues activées et boues du BAMI) en fonction de leur

concentration en MES, lorsque le flux de perméat est de 30 et 40 L.h™".m™.
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Figure V.15: Evolution des vitesses de colmatage en fonction de la concentration en MES des boues
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Au vu des graphiques de la figure V.15, dans la gamme de concentrations de notre étude,
entre 1,5 et 5,8 gves.L™, on ne peut dégager une relation reliant de maniére univoque les MES
(et donc 1’age de boues) a la vitesse de colmatage. Une augmentation de la concentration en
MES ne s’accompagne pas systématiquement d’une augmentation de la vitesse de colmatage.
Pour un flux de 40 L.h'l.m'z, la vitesse de colmatage est d’environ 6,0.1012 m.h', alors
qu’elle est de 13,0.10"2 m™.h™" pour respectivement une concentration en MES de 5,83 g.L”' et

361 gL

De tous les points expérimentaux de la figure V.15 les deux valeurs de vitesse de colmatage
élevée (13.10"% m™'.h' avec un pH compris entre 4,2-4.8 et 14.10"> m™'.h™" avec un pH
compris entre 4,4-5,0) correspondent aux valeurs les plus élevées de la concentration en
exopolyméres du surnageant (respectivement 57 et 77 mg.L™). Mis & part ces deux points qui
correspondent & deux échantillons différents, la vitesse de colmatage semblerait augmenter

avec la concentration en MES (entre 1,5 et 5,8 gMEs.L'l).

Les exopolyméres du surnageant pourraient donc étre responsables de différences de
comportements a la filtration entre deux boues. Nous nous sommes alors intéressés a relier les
propriétés du surnageant des boues (EPSsolubles spécifiques) avec leur filtrabilité. Des
résultats intéressants sont obtenus pour les protéines et les polysaccharides des surnageants
(Figure V.16 et Figure V.17). Rappelons que les surnageants ont été obtenus apres
centrifugation des boues a 4200 G pendant 15 minutes. Ils contiennent des ¢léments solubles

des boues mais également la fraction colloidale.
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Figure V.16: Vitesse de colmatage en fonction de la concentration en polysaccharides des surnageants
de BAMI et de BA
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Figure V.17: Vitesse de colmatage en fonction de la concentration en protéines des surnageants
de BAMI et de BA

Il apparait que, pour un flux de perméat donné, la vitesse de colmatage augmente avec la
concentration en protéines ou polysaccharides du surnageant (les caractéristiques des boues
telles que le diamétre des flocs, la dimension fractale. la teneur en EPS ...etc sont
probablement différentes d’un point a un autre). Cette augmentation est d’autant plus marquée
que le flux de perméat est élevé. Ainsi, travailler a un flux de perméat de 40 L.h™'.m™ entraine
une vitesse de colmatage de 13.10'* m™.h™', si la concentration en protéines du surnageant est
de 7 mg.L™". Pour un flux de 20 L.h"".m™ la vitesse de colmatage est de 2.10" m™.h" a cette
méme concentration en protéines. On observe ¢galement que la vitesse de colmatage est plus
sensible et mieux corrélée a la concentration en protéines qu’a celles en polysaccharides.
Mukai et al. (2000) constatent que plus la rétention de protéines solubles est élevée, plus le
colmatage est important. Dans notre cas, les concentrations en protéines et polysaccharides du
surnageant sont déterminées sur la boue centrifugée a 4200 G pendant 15 minutes. Les
concentrations en protéines et polysaccharides correspondent donc certainement aux
composés solubles et colloidaux. Ainsi, ces exopolymeéres, associés aux MES ou de fagon

isolée, peuvent former un dépot, voire un gel a la surface de la membrane.

L’¢étude de la compressibilité du dépdt a donc été menée en déterminant la valeur du produit
o..C pour les différents flux de filtration (o : résistance spécifique du dépdt ; C : quantité de
matiere déposée a la surface de la membrane par unité¢ de volume). A chaque changement de
flux, la premiere valeur de la pression transmembranaire est relevée et notée PTM,. Ainsi, il
est possible d’étudier 1I’évolution du produit o..C en fonction des différentes valeurs de PTM,

(Figure V.18).
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Figure V.18: Evolution du produit o..C en fonction de la pression transmembranaire pour les boues
du BA et du BAMI

La figure V.18 montre que I’influence des polysaccharides est peu visible sur la valeur du
produit a..C. En revanche, le dépot généré par chaque boue a un comportement différent a la
filtration en fonction de sa teneur en protéines. L’effet d’une augmentation de pression se
traduit différemment selon la concentration en protéines du surnageant.
Pour une concentration en protéines nulle, la résistance du dépdt est indépendante de la
pression transmembranaire, dans la gamme de pression étudiée (entre 0,1 et 0,4 bar). Le dépot
est donc incompressible.
Pour une faible concentration en protéines (inférieur a 3,1 mg.L™), on voit que la différence
de comportement a la filtration entre des boues sera visible a partir de pressions supérieures a
environ 0,15 bar.
Quand la concentration en protéines est supérieure 4 5 mg.L™', I’augmentation, méme minime
de la pression transmembranaire entraine une augmentation du produit o..C, ¢’est-a-dire de la
quantité de matiére (protéines) déposée sur la membrane et/ou de la résistance spécifique du
gateau de filtration :
-dans le cas ou ’augmentation de la quantité de matiére déposée dépend de la quantité
de protéines, cela signifie que les protéines sont sous forme particulaire et qu’elles
contribuent a la fois au colmatage interne et en surface. Ce dépdt favorise alors la
rétention des flocs, bactéries et autres MES.
-dans le cas ou I’augmentation du produit o.C dépend essentiellement de
I’augmentation de la résistance spécifique au colmatage alors o augmente avec la

pression transmembranaire et cela signifie que le dépot est compressible et que la
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compressibilit¢ dépend de la concentration en protéines. Les protéines peuvent
influencer la structuration et la compressibilité du dépot soit parce qu’elles sont elles
mémes sous forme colloidale soit parce qu’elles pourraient générer des pontages entre
substances colloidales. En forte concentration et/ou pour de fortes pressions

transmembranaires elles créeraient un dépot voire un gel compressible.

De plus, la figure V.18 montre que pour une pression transmembranaire donnée, une
augmentation de la quantité de protéines dans le surnageant provoque une augmentation de la
quantité déposée et/ou de la résistance spécifique. Ces résultats particulierement originaux
sont importants, car ils mettent en évidence un lien entre la composition du surnageant et des

propriétés structurelles du dépot colmatant.

Enfin, sur la figure V.18 nous avons indiqué également la concentration en polysaccharides
du surnageant des boues. Il apparait que, pour une pression transmembranaire donnée, le
produit o..C augmente lorsque le rapport protéines/polysaccharides augmente de 0 a 1,6. 1l
faut se rappeler que les protéines sont majoritairement hydrophobes contrairement aux
polysaccharides qui sont plutét hydrophiles. Ainsi, la structuration du dépot pourrait
¢galement étre liée a la proportion en chacun de ces composés et non pas uniquement liée a la

concentration en protéines.

Les exopolymeres du surnageant de boue jouent un role dans le colmatage a court terme. Ces
résultats rejoignent ceux de Bouhabila (1999) qui a étudié, suivant 1’age des boues, la
résistance spécifique du surnageant (obtenu par centrifugation a 4500 tr/min pendant
1 minute) de boues issues d’un BAMI alimenté en eau usée domestique. Il a filtré uniquement
le surnageant de boue (filtration frontale), sur membrane plane en polysulfone de diametre de

pores égal a 0,1 um et sous 1 bar (Figure V.19).
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Figure V.19: Suivi de la filtrabilité "o C" du surnageant de boues pour 3 temps de séjour des boues

(Bouhabila 1999)

Les courbes de la figure V.19 montrent que suivant 1’age des boues la valeur du produit o.C,
c’est-a-dire la résistance spécifique du dépdt multipliée par la quantité de matiere déposée a la
surface de la membrane, est différente. Pour un 4dge de boues élevé la résistance du dépot de
filtration est la plus faible. D’apres nos résultats, un age de boues élevé correspond, entre
autre, a la concentration en exopolymeres du surnageant la plus faible (Chapitre 1V). En
d’autres termes, les résultats de Bouhabila (1999) confirmeraient que I’intensité du colmatage
dépendrait en partie de la concentration en exopolymeéres du surnageant.

Par ailleurs, la figure V.19 montre également que pour un age de boues fixé, le produit o.C
évolue au cours du temps. Pour 1’étude de Bouhabila (1999) le produit o..C augmente dans les
30 premiers jours de fonctionnement du BAMI, puis chute. Cette évolution du produit o.C
rappelle celle de la concentration en EPS de nos surnageants de BAMI pour des boues
nouvellement ensemencées (Chapitre III) et appuie le fait que les EPS du surnageant soient
impliqués dans le colmatage a court terme.

Ainsi, a travers nos résultats et ceux de la littérature, il apparait clairement que les EPS du
surnageant interviennent fortement dans le colmatage et notamment les polysaccharides et les
protéines qui pourraient participer a la structuration du dépot, en plus de leur contribution déja

connue a I’adsorption.
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IV. Mécanismes de colmatage par un milieu biologique
dans un BAMI

Au cours de ce travail, nous avons tout d’abord étudié le colmatage prenant place sur
de longues durées de filtration et correspondant a une filtration a un flux soutenable.
Parallélement, une étude sur le pouvoir colmatant a court terme des boues issues du procédé a
boues activées et du BAMI a été menée. L’objectif de ce travail était d’identifier les composés
et les mécanismes responsables d’un type de colmatage. Les observations faites durant cette
¢tude permettent de proposer des mécanismes de colmatage jouant un rdle important lors

d’une filtration d’un milieu biologique dans un BAMI :

1. la formation d’une gangue de boue qui colmate le faisceau de fibres en profondeur

et atténue les effets de 1’aération sur le colmatage des membranes,
2. I’adsorption et/ou la formation d’un gel contenant des protéines,

3. le colmatage interne et en surface par des mécanismes réversibles hydrauliquement

(sans liens forts entre la matiére et la membrane)

Nous proposons de considérer chacun de ces mécanismes et de discuter pour chacun d’entre-
eux des propriétés du fluide biologique intervenant dans ce mécanisme, en examinant la
contribution de la fraction particulaire (flocs + fines particules) et des composés dissous.

Nous allons également discuter pour chacun de ces mécanismes de leur contribution possible

a la dérive de pression lors d’un fonctionnement sur du long terme.

La gangue de boue : ce phénomene a été observé lors du colmatage sur du long terme. Il est

essentiellement di a un amas de flocs. Les protéines et polysaccharides peuvent contribuer a
structurer cet amas.

Le développement de cette gangue est un phénomene plutdt progressif et a donc une influence
lors de la filtration sur de longues durées. Outre son implication dans la montée progressive
de la pression transmembranaire, on pourrait émettre 1’hypothése que cette gangue puisse
¢galement étre responsable du changement soudain de la dérive de pression. En effet, a partir
d’une pression limite, cette gangue pourrait se comprimer et augmenter la résistance au
transfert de maticre de la périphérie vers le centre du faisceau et donc la résistance totale. Afin

d’estimer la validité de cette hypothése, nous avons utilis¢é la membrane colmatée du
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197°™ jour pour filtrer & différents flux de 1’eau ultrafiltrée par paliers de 20 secondes. La
figure V.20 montre la progression de la pression transmembranaire pour les différents flux de

perméat fixés.

10

(0]
I

(o))
|

N

Fp20°C (L h-1 .m-2)

N
|

0 T T T
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Pression transmembranaire (bar)

Figure V.20: Evolution de la pression transmembranaire pour différents flux de perméat fixés

Il apparait que pour des pressions transmembranaires comprises entre 0,15 et 0,55 bars, la
linéarité entre flux de perméat et pression transmembranaire est établie sur toute la gamme de
flux. Cette expérience ne permet donc pas de confirmer 1’hypothése d’ une compression rapide
(en 20 secondes) de la gangue pour cette gamme de pressions. Il est toutefois difficile de
conclure sur la compressibilité du dépdt a de fortes pressions transmembranaires dans la
mesure ou la gangue pourrait présenter une compressibilité pour des durées plus longues
d’application de la pression. Enfin, lors de I’introduction de la membrane colmatée dans le
systéme utilisé pour le lavage de la membrane, une partie de I’enveloppe entourant les fibres a
forcément été perdue ou s’est structurée différemment.

Pour pouvoir conclure définitivement sur le role de la compressibilité de la gangue de boue
sur la dérive rapide de pression, il faudrait pouvoir pratiquer cette expérience in situ, sans
extraire le faisceau de fibres, apreés vidange du réacteur (pour pouvoir filtrer de I’eau pure non
colmatante) et pour des durées plus longues d’application de la pression. Cette opération ne

peut étre réalisée qu’a I’arrét définitif du réacteur.

L’adsorption : C’est un phénoméne qui intervient généralement pour de longs temps de
filtration. Dans notre étude, ce phénomene a été mis en évidence :
- lors de I’¢étude de la réversibilité du colmatage. Au 197¢me jour de fonctionnement

du BAMI, I’ensemble du colmatage irréversible représentait 17% du colmatage total.
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- lors de la filtration sur de courtes durées de filtration. L’utilisation d’agents
chimiques pour la régénération du faisceau de fibres était nécessaire apres chaque
expérience de filtration. Lors des expériences de détermination du pouvoir colmatant
d’une boue par incrémentation du flux de perméat, les premiers flux de filtration c’est-
a-dire les plus faibles, n’engendraient aucune dérive de pression. Le colmatage
intervenait donc apres 20 a 30 minutes de filtration pendant lesquelles de I’adsorption
peut avoir lieu.
Certains auteurs comme Ognier et al. (2004) modélisent la montée progressive de la pression
transmembranaire par un phénomene de colmatage interne des pores. Selon eux, 1’adsorption
ou le blocage des pores de la membrane par I’adsorption de composés solubles entraineraient
une valeur du flux local au voisinage d’un pore supérieure a son flux critique. Ainsi, bien que
le flux global de filtration resterait constant, a certains endroits de la membrane le flux de
filtration dépasserait le flux critique du pore. Il en découlerait un colmatage accru se
traduisant par 1’apparition d’un dépot a certains endroits de la membrane et au final une
vitesse globale de colmatage accélérée.
Dans notre cas, cette explication de la montée progressive de la pression transmembranaire
n’a pu étre vérifiée. En effet aucune relation n’a pu étre mise en évidence entre la
concentration en composés solubles (DCO, EPS) et I’évolution a long terme de la pression
transmembranaire. Par contre, nous avons mis en évidence I’influence probable de certains
EPS (protéines et polysaccharides) accumulés dans le surnageant et biodégradables a forts
ages de boues. Le phénomene d’adsorption peut donc étre préférentiellement attribué aux
polysaccharides et aux protéines. De plus, nous avons montré que d’autres phénomeénes
peuvent contribuer a la lente dérive de pression : le dépot interne et externe de fines particules

et des flocs ou la formation d’une gangue de boue sont également a prendre en considération.

Le colmatage interne et en surface : Ce type de colmatage est réversible hydrauliquement.

L’étude de la réversibilité du colmatage a montré que la gangue de boue et le colmatage
réversible autre, comptent respectivement pour 56 % et 27 % de la résistance totale au
colmatage. La part prise par le colmatage réversible li¢ au dépdt interne et externe est donc
significative. Les fines particules minérales et organiques ainsi que les flocs pourraient

participer a ce dépot.

L’influence du diametre des fines particules et colloides sur ce type de colmatage reste a
préciser. Cependant au travers des expériences de filtrabilité des boues du procédé a boues

activées et du BAMI de temps sé€jour similaire, il apparait que les vitesses de colmatage les

178



plus élevées correspondent aux boues ayant des diametres de fines particules les plus faibles
(centrés sur 1 a 10 um). Ces composés pourraient former un dépot a I’intérieur des pores de la
membrane ou a la surface du matériau membranaire. Le blocage des pores de la membrane de

microfiltration pourrait également prendre place.

En ce qui concerne 'influence des flocs, il apparait que pour les dimensions fractales les plus
faibles, la vitesse de colmatage est la plus forte, c’est-a-dire pour les boues du BAMI. Ainsi,
filtrer une boue contenant des flocs de faible dimension fractale pourrait entrainer une
augmentation de la capacité du dépdt a se comprimer et donc une augmentation de la vitesse
de colmatage quand la pression augmente. La compressibilité pourrait également évoluer au
cours du temps en fonction des conditions de pH, de température, de I’influence de 1’aération

sur la structuration du dépot, etc...

La compressibilité du dépot serait également liée a la concentration en protéines. En effet, les
expériences de filtration a court terme ont montré I’importance des protéines du surnageant
sur le colmatage di au dépdt. Pour une pression donnée, I’augmentation de la concentration
en protéines du surnageant entraine une augmentation du produit o..C. A I’inverse, pour une
concentration en protéines donnée, I’augmentation de la pression transmembranaire entraine
une augmentation du produit a.C (o : résistance spécifique du dépot/gel, C: quantité de
matiere déposée sur la membrane). Les protéines pourraient donc soit s’accumuler sous forme
de gel compressible soit structurer différemment le dépot a la surface de la membrane, par
exemple, en créant des liaisons entre les flocs. Cette structure serait alors beaucoup plus

déformable que I’empilement de flocs seuls.

Ainsi, les protéines peuvent étre associées aux flocs et jouer un réle dans la compressibilité du
dépot. Elles pourraient également former un gel a la surface du matériau membranaire
lorsqu’elles sont localement en forte concentration ou que le pH ou la température varient.
Rappelons que pour les réacteurs de cette étude, de tres fortes variations de pH ont été notées
lors des expériences sur le long terme. Shiau et al. (2004), lors de la filtration d’une solution
de protéines ont montré que I’augmentation soudaine de la résistance de colmatage est due a
la compression du dépdt de filtration. La montée soudaine de la résistance de colmatage
intervient plus tot lorsque la pression appliquée a la filtration ou la concentration en protéines
sont plus ¢levées. Ces résultats bibliographiques confirment qu’un dépot de protéines est
compressible et que des paramétres comme la pression appliquée ou la concentration en

protéines modifient sa compressibilité. Les montées rapides de la vitesse de colmatage lors
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des expériences sur le long terme pourraient donc étre dues en partie a cette compressibilité
du dépdt en présence de protéines.

La montée rapide interviendrait donc dés lors qu’une pression minimale serait atteinte et que
la concentration en protéines en solution serait suffisamment élevée. Suivant cette hypothese,
la valeur de la pression minimale correspondant au point d’inflexion des courbes PTM={{t)
dépend de la concentration en protéines. Plus la concentration en protéines est élevée, plus

I’augmentation de vitesse de colmatage serait ¢levée.

En conclusion sur les deux phases de vitesse de colmatage on peut considérer que :
- la phase de dérive lente correspond a 1’adsorption de protéines et polysaccharides, au
dépot de flocs en surface et de fines particules en surface et dans les pores,
- la phase de dérive rapide pourrait étre due
. & la compressibilité de la gangue de boue (hypothese peu probable, a vérifier),
. 2 une compressibilité des flocs déformables,
. a une compressibilité du dépot en liaison avec la présence de protéines et/ou a

la compressibilité d’un gel de protéines.

V. Conclusion

Lors de cette étude nous avons analysé le colmatage par un milieu biologique dans un BAMI.

Les principaux mécanismes de colmatage ont ét¢ décrits et commentés.

Lors de la filtration sur du long terme deux phases d’évolution de la pression
transmembranaire ont pu étre mises en évidence. Une phase de montée progressive de la
pression transmembranaire et une phase d’augmentation soudaine. Les mécanismes
prépondérants dans le colmatage sont probablement différents au cours de ces deux phases.
Alors que la montée lente de la pression transmembranaire pourrait étre régie par le dépot de
particules, I’adsorption de composés solubles et colloidaux ainsi que par la formation d’une
gangue de boue, la montée rapide pourrait étre due a une restructuration et & une compression
du dépot. Ce dépot est formé par les flocs, les colloides notamment organiques et les fines

particules (Figure V.21)
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Figure V.21: Schématisation du colmatage des membranes par un milieu biologique

La résistance a la filtration de ce dépot va dépendre de :
- la déformabilité des flocs a la pression en lien avec leur forme, taille et rigidité,
- la présence de fines particules qui peuvent s’insérer dans les interstices du
dépot et le structurer différemment,
- les forces d’interactions entre les flocs. Les protéines et les polysaccharides
peuvent créer des pontages entre flocs et augmenter la compressibilité¢ du

dépot.

Le dépdt peut également contenir des protéines sous forme de gel. Il se structure alors
différemment notamment suivant la concentration en protéines ou la pression

transmembranaire appliquée.

Pour conclure, il apparait que les phénoménes participant a la limitation du flux de perméat
sont complexes et font intervenir des mécanismes complémentaires. Cette étude a permis de
montrer qu’il existe un lien étroit entre les caractéristiques du milieu biologique et en

particulier la teneur en protéines et les propriétés du colmatage.
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CONCLUSION







A Theure actuelle, un des procédés les plus utilisés en matiére d’épuration des eaux
résiduaires urbaines est le systétme a boues activées. Il doit maintenant faire face a de
nouvelles exigences et notamment étre capable de traiter plus, mieux, sans agrandissement
des installations existantes. Face a ces nouveaux besoins ce procédé s’avére quelques fois
inadapté. Les bioréacteurs a membranes constituent une alternative intéressante pour la
dépollution des eaux et connaissent un développement important, en particulier les
bioréacteurs a membranes immergées.

Cependant, le dimensionnement, la conduite et I’optimisation des bioréacteurs & membranes
restent encore problématiques en raison de connaissances insuffisantes sur les mécanismes de
colmatage.

L’objectif de ce travail était de caractériser les interactions entre les spécificités physico-
chimiques d’un milieu biologique typique d’un BAMI et la séparation membranaire. Pour
cela, le bioréacteur & membranes a été comparé avec un procédé¢ a boues activées fonctionnant
dans les mémes conditions et alimenté par la méme eau résiduaire urbaine. Parallélement, une

étude spécifique de I’influence du temps de séjour des boues, a ét¢ menée.

Milieu Biologi Séparation
L1eu B1ologlque membranaire

Conditions
opératoires

Description de la démarche adoptée au cours de cette étude

Les principales conclusions de cette étude sont synthétisées ci-dessous.

Influence de la séparation membranaire et du temps de séjour des boues sur les

propriétés du milieu biologique :

I1 est tout d’abord apparu que la filtration induit des modifications dans les caractéristiques du
milieu biologique et notamment celles des surnageants des boues. La séparation membranaire
permet d’accumuler certains exopolyméres du surnageant, notamment les protéines et les
polysaccharides. Ainsi, a chaque nouvel ensemencement du BAMI, les polymeres
s’accumulent au sein du surnageant puis sont biodégradés. Aprés stabilisation des MES, les

protéines (0-16 mg.L™") constituent le groupe minoritaire du surnageant alors que les
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substances humiques sont a hauteur de 12 a 35 mg.L™' et les polysaccharides entre 4 et
40 mg.L™,

L’influence du temps de séjour est différente pour le surnageant de BAMI et celui du procédé
a boues activées.

Pour le BAMLI, les concentrations en polysaccharides et protéines diminuent lorsque 1’age des
boues augmente de 9,8 a 53,0 jours, puis augmente au-dela de 53 jours d’age de boues.

Pour le procédé a boues activées les concentrations en polysaccharides sont faibles (5 a
10 mg.L™") aux 4ges de boues les plus faibles (9,2 a 14,3 jours) puis augmentent a des valeurs

quasiment similaires a celles du BAMI lorsque 1’age de boue augmente a 32 jours.

En ce qui concerne les flocs, aucune différence importante n’a été observée entre les flocs
issus des deux procédés pour les mémes temps de s€jours des boues. Le diametre des flocs
(80 pm<ds;<200 pm), la teneur en protéines (5,5 mg.guvs <teneur en protéines<45,3
mg.guvs ') en polysaccharides (1,9 mg.guys <teneur en polysaccharides<25,1 mg.guvs"),
I’indice des boues (50 mL.g'<IB< 110 mL.g™"), la dimension fractale (2<Di<2,2) sont
identiques dans les deux réacteurs.
En revanche, I’age des boues influe sur les caractéristiques des flocs. L’augmentation de 1’age
des boues dans le BAMI de 9,2 a 110 jours se traduit par :

- une diminution du rapport protéines/polysaccharides (4 a 2) et de I’indice de boue

(1002 70 mL.g™),
- une augmentation de la dimension fractale (2 a 2,2), et de la turbidité du

surnageant apres 30 minutes de décantation (110 a 160 NTU).

L’¢évolution du diamétre des flocs semble suivre celle de la teneur globale en EPSy;¢s :
- une augmentation de 1’age de boues de 9 a 53 jours entraine une diminution de la
teneur en EPSyis (70 a 35 mg.ngs'l) et de la taille des flocs (200 a 80 um),
- au-dela de 53 jours d’age de boues, le diamétre des flocs et a priori les teneurs en

exopolymeéres augmentent.

En revanche, I’évolution de la totalité des EPS des flocs n’est pas liée de fagon simple aux
EPS spécifiques. En effet, lorsque 1’dge des boues augmente, le rapport
protéines/polysaccharides diminue. Ainsi, la teneur en protéines semble corrélée a celle de la
fraction de bactéries actives alors que la cinétique d’hydrolyse des polysaccharides semble

plus lente et indépendante de la biomasse active.
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Enfin ce travail a permis de préciser les potentialités du BAMI en matic¢re de production de
boues. Peu de différences ont été constatées entre les deux procédés lorsqu’ils fonctionnent
aux mémes ages de boues inférieurs a 37 jours. La capacité a réduire la production de boues
d’un BAMI est liée a son aptitude a pouvoir opérer a de forts ages de boues. Par ailleurs, les
modeles classiques de modélisation de la production de boues s’averent inefficaces pour
prédire la production de boues pour des BAMI évoluant dans une large gamme de temps de

séjour des boues.

Influence des caractéristiques du milieu biologique et des conditions opératoires sur la

séparation membranaire

Les analyses menées sur le BAMI ont permis 1’étude des mécanismes de colmatage a long
terme. Deux phases distinctes d’évolution de la vitesse de colmatage ont €té observées :
-une phase de montée progressive de la pression transmembranaire probablement due
a D’adsorption, a la formation d’une gangue de boue et au dépot de protéines et de
polysaccharides colloidaux et solubles,
-une phase d’accélération de la vitesse de colmatage qui pourrait étre due a la

restructuration/compressibilité du dépdt en lien avec la présence de protéines.

Parallélement, une étude du colmatage a court terme a été menée afin d’identifier les
parametres pouvant influencer ce type de colmatage. A de faibles flux, les caractéristiques de
la boue influent peu sur la vitesse de colmatage. Pour des flux supérieurs a une valeur limite
de I'ordre de 20 L.h".m™ et pour des concentrations en MES comprises entre 1,5 et
5,8 gumes.L, la concentration en polyméres solubles, la présence de fines particules (colloides
organiques, bactéries libres et MES minérales) et la déformabilité des flocs semblent jouer un
role prépondérant dans le colmatage. Un des résultats particulierement intéressant est le rdle
joué par les protéines dans la structuration du dépot. Pour de fortes concentrations en
protéines et/ou des pressions transmembranaires élevées la résistance du dépot augmente par
augmentation de la quantité¢ de matiére déposée et/ou de la compressibilité du dépot. Deux
hypothéses peuvent expliquer que la compressibilité du dépot augmente avec la concentration
en protéines :

- Quand la concentration locale en protéines au voisinage de la membrane ou du
dépot augmente du fait de la rétention par la membrane, les protéines peuvent
former un gel uniforme ou entre flocs.

- Les protéines pourraient également contribuer a modifier la structuration du dépot

en formant des liens entre flocs.
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Suite a cette ¢tude, plusieurs domaines restent a explorer et permettraient une compréhension

plus claire des phénomeénes rencontrés dans un BAMI. Les études suivantes pourraient étre

meneées :

une analyse multi-variable des parametres pouvant influencer la dynamique du
colmatage. Dans ce cadre une attention plus particuliere devra étre portée aux
paramétres tels que les fines particules, les protéines et le pH. Il faudrait en
particulier différencier les fractions particulaires et solubles des EPS et des
protéines.

une analyse des polyméres du surnageant afin d’identifier précisément les
polymeéres présents dans le surnageant et leur masse moléculaire. Ces analyses
permettraient de préciser les effets d’un changement de température, de pH sur la
solubilité des polymeres mais également de relier la masse moléculaire des
polymeres au colmatage,

une modélisation du comportement de la biomasse par des logiciels de simulation
dynamique tel que GPS-X pour prédire les cinétiques de biodégradation et de
production de boues, en intégrant les mécanismes de production et d’hydrolyse des

exopolymeres.

Cette étude permet de dégager des enjeux importants pour 1’amélioration des BAMIs et des

pistes pour des développements futurs :

contrdler et limiter la formation de la gangue de boue en travaillant sur la
conception du faisceau de fibres et sur I’hydrodynamique au sein des réacteurs,
limiter le réle joué par les protéines solubles sur le colmatage. Il y a plusieurs
stratégies possibles :
. maintenir les protéines sous forme soluble en contrdlant les propriétés de la
solution (régulation de pH, température),
. améliorer la biodégradabilité des protéines et/ou limiter leur production
. déplacer le probléme en favorisant le dépot de protéines dans d’autres zones
du réacteur, par exemple en favorisant leur adsorption sur des supports ou en
les intégrant plus dans les flocs, par des processus de floculation. Cette derniere
méthode aurait 1’avantage de faire diminuer en méme temps la population de

fines particules libres, responsables du colmatage interne des membranes.
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ANNEXE I

CHOIX DE LA METHODE
D’EXTRACTION ET DE DOSAGE
DES EPS







I. Choix de la méthode d'extraction des EPS)

Les résultats fournis au tableau 1.1, et notamment les travaux de Liu et Fang (2002)
réalisés sur une méme boue, montrent clairement que la méthode d’extraction adoptée
influence les résultats. Ainsi, 1’extraction au formaldéhyde-NaOH et celle a 'EDTA
produisent respectivement 165 et 147 ngPS.ngs'1 contre 26 a 78 ngps.ngs'l pour les
extractions au formaldéhyde-ultrason, centrifugation-formaldéhyde, centrifugation seule et la
résine échangeuse de cations.

Ainsi, le choix de la technique d’extraction apparait important dans 1’étude des EPSy;¢; et
fait I’objet du paragraphe suivant. La méthode d’extraction devra permettre un bon rendement
d’extraction sans lyse ou rupture des cellules ainsi qu’une bonne reproductibilité des résultats.
Une fois cette méthode choisie, les paramétres opératoires seront a optimiser. Cependant

avant I’extraction proprement dite, la boue doit subir un prétraitement.

1. Le Prétraitement

Le prétraitement consiste en un échantillonnage, une homogénéisation et un lavage de la
boue :
- L’¢chantillonnage : afin d’effectuer un échantillonnage représentatif de la liqueur
mixte du bioréacteur, il est recommandé¢ de transporter, stocker et extraire la boue a 0-
4°C pour éviter toute activité enzymatique. Congeler les échantillons n’est généralement
pas conseillé car la décongélation entraine la rupture des cellules.
- L’homogénéisation : cette étape détermine I’efficacité et la reproductibilit¢ de
I’extraction des EPS. En effet, ’efficacité des ultrasons ou d’une résine échangeuse
d’ions sera différente suivant I’hétérogénéité de 1’échantillon. Cette homogénéisation ne
doit pas engendrer de rupture des cellules c’est pourquoi elle est souvent réalisée par
retournement d’une éprouvette remplie de boue.
- L’¢étape de lavage : elle doit permettre 1’¢limination des EPS solubles et de la
matiere organique dissoute ou peu liée aux flocs. Ce lavage s’effectue avec une
solution tampon de méme force ionique que celle de 1I’échantillon afin de ne pas

désorber des EPS liés aux flocs et de ne pas rompre les cellules.
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2. L'extraction des EPS

Aucune procédure d’extraction n’est aujourd’hui standardisée car les paramétres
garantissant un rendement d’extraction maximal ne sont pas extrapolables a une autre boue.
Cette étape doit permettre la dispersion des flocs par destruction des liaisons entre micro-
organismes et polymeres. Les méthodes d’extraction aujourd’hui employées sont soient
physiques, soient chimiques soient physiques et chimiques. Certaines techniques d’extraction,
sont a proscrire car elles entrainent une lyse cellulaire.

De plus, il est a noter que tous les exopolymeres ne possedent pas la méme facilité
d’extraction (Jahn et Nielsen, 1998). Ainsi, quelque soit la méthode d’extraction utilisée, elle
ne permettra pas de récupérer, en méme temps, la totalité des exopolymeres. Par exemple,
Jahn et Nielsen (1998), lors d’une extraction avec une résine Dowex, montrent qu’avec cette
méthode, appliquée a des biofilms alimentés en eau usée domestique, les substances humiques
sont extraites plus facilement que les protéines qui, a leur tour, sont plus facilement extraites
que les polysaccharides. Dignac et al. (1998) comparent la quantité d’EPS extraite par deux
procédés : la sonication seule et la sonication couplée a une résine échangeuse d’ions. Ils
trouvent que la méthode couplée extrait 100% d’EPS protéinique et 20% d’EPS
polysaccharidiques en plus par rapport a une extraction uniquement avec les ultrasons.
Higgins et Novak (1997) et Murthy et Novak (1999) trouvent également que 1’ajout de cations
a une boue augmente la quantité d‘EPS;is sous forme de protéine sans changer notablement
celle des polysaccharides. Ces résultats montrent que les cations se lient plutot avec les
protéines qu’avec les polysaccharides, et que chaque méthode d’extraction, extrait
préférentiellement un certain type de polymeére. Le couplage de méthodes d’extraction peut

donc s’avérer judicieux afin d’augmenter 1’efficacité d’une extraction.

a. Méthodes physiques d’extraction des EPS

Généralement le rendement d’une extraction ayant recours a des procédés physiques
demeure inférieur a celui utilisant des techniques combinant les méthodes physiques et
chimiques. Les méthodes physiques d’extraction (centrifugation, sonication, traitement
thermique) impliquent un cisaillement de la matieére. Par conséquent une lyse cellulaire
(Azeredo et al. (1998) - extraction par sonication ; Gehr et Henry, (1983) - extraction a la
vapeur d’eau), une dénaturation des protéines (Gehr et Henry, (1983) - extraction a la vapeur
d’eau) et/ou une mauvaise reproductibilité des résultats sont observés (Gehr et Henry, 1983 ;
Goodwin et Forster, 1985 ; Clarke et Forster, 1982 ; Schmidt et Ahring, 1994 lors d’extraction

a la vapeur d’eau).
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Parmi les méthodes physiques, la centrifugation seule ou couplée a la sonication apparait
comme étre la technique la plus adaptée pour I’extraction des EPS. Gehr et Henry, (1983) lors
de I’extraction par centrifugation seule observent une bonne reproductibilité et une faible
contamination par des composés intracellulaires. Toutefois, lorsque cette méthode est
appliquée seule, celle-ci reste inefficace pour extraire les EPS fortement liés au floc (Novak et
al., 1981 ; Frolund et al., 1996). La centrifugation est donc surtout utilisée apres 1’extraction
pour séparer les EPS des autres cellules et particules (Urbain et al., 1993 ; Jorand et al., 1995 ;
King et Forster, 1990 ; Brown et Lester, 1980). Ce couplage permet d’obtenir de forts
rendements d’extraction avec une destruction de la structure du floc sans rupture des cellules
(Urbain et al., 1993 - sonication a 50W). Cependant, Brown et Lester (1980) obtiennent de
faibles rendements d’extraction lorsqu’ils 1’utilisent a une puissance de sonication de 20W.
En outre, I’efficacit¢ de cette méthode d’extraction dépend fortement des conditions

opératoires et de la nature des flocs.

b. Méthodes chimiques d’extraction des EPS

Les EPS sont libérés au contact d’un produit chimique. Les agents chimiques utilisés
sont :

- des bases : hydroxyde de sodium ou d’ammonium. L’addition d’une base provoque
I’1ionisation des groupes carboxyliques des protéines et des polysaccharides qui ont
leurs points isoélectriques généralement en dessous de pH 4-6.

Il se produit alors une forte répulsion entre EPS et une meilleure solubilisation des
composés. Cette méthode permet I’extraction d’une grande quantit¢ d’EPS (Dignac,
1998) mais provoque bien souvent la détérioration des cellules.

- des acides : acide trichloroacétique ou acide sulfurique. Les ions Ca™ du floc sont
remplacés par des ions H™ lorsque 1’on abaisse le pH.

- des agents chélatants (ethyléne diamine tétra-acetique (EDTA) ou ethyléne glycol —
bis- N,N-tetraacetic acid (EGTA)) ajoutés aux boues permet de libérer les cations
Ca™", responsables de liaisons entre EPS (Bruus et al., 1992). Liu et Fang (2003)
notent que les cations des flocs sont probablement retenus par ces agents chélatants ce
qui provoque 1’affaiblissement des structures du floc. Cette méthode permet d’obtenir
des rendements d’extraction trés €levés (Dignac, 1998). Cependant, I’ajout d’EDTA a
la boue risque de supprimer les ions divalents constitutifs de la paroi des cellules et
conduit alors a la libération de matériels cellulaires. Cette méthode s’avére également
inappropriée si par la suite le dosage des protéines est souhaité car ’EDTA perturbe

I’analyse.
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- des résines échangeuses de cations (résine Dowex). L’addition de résines permet le
remplacement des ions divalents responsables des ponts entre chalnes polymériques
par des ions monovalents ou d’autres ions divalents ayant moins d’affinité avec les
exopolymeres (Bruus et al., 1992).

- glutaraldéhyde : cette petite molécule (masse molaire 100 g.mol™) est utilisée pour
¢liminer les substances qui entourent les bactéries avant leur observation
microscopique. Dignac (1998) note que le glutaraldéhyde est sélectif pour les
polysaccharides et plus particulierement pour les polysaccharides contenant du
glucose. De plus, une comparaison entre extraction aux ultrasons (37W, 1 min) et au
glutaraldéhyde (3 et 10% avec des boues a 12 et 6 gMES.L™") montre une meilleure

efficacité d’extraction avec les ultrasons (Dignac 1998).

c. Méthodes couplées d'extraction des EPS (Physique/Physique ou
Chimique/Physique)

La combinaison d’un procédé physique et d’un procédé chimique permet d’obtenir une
extraction plus reproductible et plus efficace. Par exemple, Frolund et al. (1996) ou Jahn et
Nielsen (1996), utilisent avec succes une méthode faisant intervenir une résine échangeuse de
cations précédée d’une phase de sonication. Cette méthode permet d’obtenir de bons
rendements d’extraction (Dignac, 1998 ; Jahn et Nielsen, 1995) et ne rencontre aucun
probléme d’interférences lors des analyses colorimétriques (Conrad et al., 2000 ; Jahn et al.,
1995 ; Frolund et al., 1996). Plusieurs auteurs notent également 1’absence de lyse cellulaire

(Conrad et al., 2000 ; Jahn et al., 1995 ; Frolund et al., 1996 ; Dignac, 1998).
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d. Comparaison des méthodes d'extraction des EPS

Jahn et Nielsen (1999) synthétisent plusieurs résultats d’efficacité d’extraction des EPS

dans le tableau annexe I.1.

Tableau annexe 1.1: Composition en EPS et efficacité de plusieurs méthodes d'extraction

Rendement
Méthodes | Protéines | ADN | Carbohydrates Unités Références
d’extraction”
“Sonication® | N
Centrifugati 2799 |67.34 60.54 mg.L’ 10 % Urbain et al. 1993
entrifugation
~Chauffage® | | N
20°C 121 n.d® 8 mg.guvs 9% Frolund et al. 1996
Cvapew @ |
10 mi 77.1 3.7 15.8 mg.gvEs 10 % Brown et al. 1980
min
BEENPYe) (N N R S e L
GH 1) 96 n.d® 22 mg.gyvs 8 % Frolund et al. 1996
p
~EDTA® | o4 [ 19 | 110 | mgLt | 3% | Plattetal 1985 |
~ Dowex/ | | N
Cisaillomen® 243 n.d® 48 mg.gyvs 27 % Frolund et al. 1996
isaillemen
~Dowex | | ]
Cisaill & 154 12 12 mg.gcot 15% Jahn et Nielsen 1995
1saillement
~Dowex/ | [ |
Cisaill @ 214 15 56 mg.gcor 11% Jahn et Nielsen 1995
isaillement

( 3)

D exprimé en carbone organique extrait sur carbone organique total - ) procédé appliqué a des boues activées
procédé appliqué sur un biofilm — ¥ procédé appliqué sur une culture de Pseudomonas putida — ® n.d = non
déterminé

Au vu de ce tableau et des conclusions retranscrites au paragraphe précédant, la méthode
alliant une résine échangeuse d’ions précédée par une étape d’ultrasons semble offrir le
meilleur rendement d’extraction tout en assurant I’absence de lyse cellulaire. Cette technique
est donc choisie et sera optimisée pour étre appliquée a nos boues.

Cependant, comme le rappelle Jahn et Nielsen (1998), cette méthode, mais également
toutes les autres méthodes utilisées a ce jour, ne permet pas d’extraire les exopolyméres

hautement hydrophobes.

e. Optimisation de |'extraction par résine échangeuse de cations

L’extraction par résine, permet 1’échange des cations divalents du flocs par les ions
Na' de la résine et affaiblit ainsi la cohésion du floc pour libérer les EPSji¢s dans le milieu

sous forme soluble :
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- Higgins et Novak (1997) et Murthy et Novak (1999) constatent que 1’ajout de 10
meq.L" d’ions monovalents dans une boue activées réduit la concentration de
protéines sous forme EPSjig. Le remplacement des ions divalents par les ions
monovalents affaiblit la structure du floc et le désintegre.

- Bruus et al (1992) trouvent également que 1’ajout d’ions monovalents sous forme de
Na' et K™ 4 une boue épaissie provoque la libération d’ions Ca®" et I’augmentation de
sa turbidite.

Ce paragraphe reporte des résultats de la littérature concernant 1I’optimisation des parametres

opératoires lors de I’extraction par résine échangeuse d’ions.

e Effet du stockage des échantillons

Lorsqu’un échantillon de boue est prélevée, il est évident qu’il doit étre représentatif
de la liqueur mixte contenue dans le réacteur. Bura et al. (1998) montrent que stocker une
boue a 4°C pendant plus de 10 jours méne a une perte trées importante d’EPS

(Tableau annexe 1.2).

Tableau annexe 1.2 : Effet du nombre de jours de stockage d'une boue sur la récupération des EPS extraits par
résine échangeuse d'ions

Composés % de récupération
1 jours a 4°C 10 jours a 4°C 1 mois a —20°C
Protéines 99,1 72,2 69,1
Carbohydrates 91,1 60,6 49.4
ADN 90,7 44 4 37,7

e Importance de ’ordre des étapes d’extraction

I1 est souvent mentionné dans la littérature une phase de sonication avant I’extraction a
la résine Dowex. La sonication détruit toutes les liaisons dont 1’énergie est inférieure a
I’énergie fournie par les ultrasons puis la résine permet d’éliminer les cations multivalents et
de détruire les liaisons électrostatiques. Dignac (1998) s’est intéressé a 1’importance de
I’ordre de ces deux étapes sur 1’efficacité d’extraction des exopolymeres. La mise en contact,
pendant une heure, de la boue avec la résine Dowex peut se faire indifféremment avant ou
apres la sonication (37W): les quantités de carbone extraites sont identiques (15,3 g de COT
extrait / 100 g de MVS et 15,9 g de COT extrait / 100 g de MVS). Une phase de mise a
I’équilibre, c'est a dire un temps de contact suffisamment long entre la résine et la boue,
permet de passer de 9 g de COT extrait / 100 g de MVS, pour un temps de contact de
Iminute, a plus de 15 g de COT extrait/ 100 g de MVS pour un temps de contact de 1 heure.
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o Influence de la concentration de la boue

Dignac (1998) étudie I’influence de la concentration de la boue lors de 1’extraction par
sonication et résine échangeuse de cations. La quantité de polymeres extraite ne varie pas de

maniére significative si la concentration de la boue passe de 1 43 g de MVS.L™.

e Influence de la quantité de la résine Dowex

Jahn et Nielsen (1995), montrent qu’afin d’avoir le meilleur rendement d’extraction
possible il est nécessaire de déterminer la quantité optimale de résine a introduire. Ainsi, lors
de I’extraction des EPS contenus dans un biofilm, ils déterminent les conditions optimales
d’extraction a environ 240 g de Dowex par gramme de COT introduit (I’agitation de 40 mL
du mélange résine-échantillon est fixé a 600rpm pendant 2H).

Durmaz et al. (2001) évaluent la quantit¢ optimale de résine a introduire a 100
grammes de résine par gramme de maticre volatile présent dans la boue.

D’apreés Frolund et al., (1996) le rendement d’extraction des protéines et des
carbohydrates demeure quasiment constant lorsque la quantité de résine introduite se situe

entre 60 et 80 grammes par gramme de MVS.

o Influence du temps d’extraction

Le temps d’extraction joue un rdle également primordial sur le rendement d’extraction
des exopolymeres. Ainsi Jahn et Nielsen (1995) extraient une quantité croissante
d’exopolymeres (Protéines, substances humique et COT) a mesure que le temps d’extraction
augmente. Cependant, ils remarquent que le nombre de cellules viables décroit avec
I’augmentation du temps d’extraction. Ils déterminent alors un temps optimal d’extraction de
1 a2H.

Frolund et al. (1995), lors de I'utilisation d’une résine échangeuse de cations,
démontrent également qu’aprés 2 heures d’extraction, 1’activité enzymatique de la G6PDH
(Glucose-6-phosphate déshydrogénase) augmente fortement, signe d’une lyse cellulaire.

Dignac (1998) compare le rendement d’extraction en COT lorsque la résine est mise
en contact de la boue durant 1H ou 2H. Elle conclue qu’une extraction a la résine Dowex de
2H (7-8 g de COT/100 g de MVS) est 1égérement plus efficace qu'une extraction de 1H (9 g
de COT/100 g de MVS) mais que pour éviter une destruction des cellules ou une évolution de

la matiére organique une extraction courte était préférable.
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o Influence de la vitesse d’agitation

Jahn et Nielsen (1995) déterminent une vitesse optimale d’agitation du mélange
résine-boue de 600 rpm. Cette vitesse est déterminée lors de 1’étude de la quantité¢ de
carbohydrates et de protéines extraits par rapport a la vitesse d’agitation des pales lorsque la
quantité de résine introduite est de 272 g.gcor ' et que le temps d’agitation est de 2H.

Frolund et al., (1996) ne constatent quasiment pas de variation de rendement
d’extraction des protéines et des carbohydrates lorsque 1’intensité d’agitation est comprise

entre 600 et 800 rpm.

e Effet de la température

La température agit sur les liaisons de faibles énergies et doit donc étre gardée la plus
constante possible tout le long du processus d’extraction. De plus, une faible température
¢vite la poursuite du métabolisme bactérien. De ce fait, lors de la sonication, les pots de
centrifugation contenant la boue sont placés dans de la glace pillée pour prévenir

I’échauffement de 1’échantillon.

II. Choix de la méthode de dosage des polymeéres

Cette revue bibliographique présente diverses techniques colorimétriques utilisées pour
le dosage des exopolymeéres contenus dans les eaux résiduaires. Le rendement, la
reproductibilité, la fiabilité¢ et ’exactitude des résultats fournis par chacunes des méthodes

sont abordés dans ce chapitre.

1. Méthodes de dosage des protéines

a. Méthode au bleu de Coomassie

Lors de ce dosage le Bleu de Coomassie G-250 réagit avec les groupes acides et
aromatiques des protéines pour former un complexe dont 1’absorbance est déterminée a
595nm. Par comparaison avec I’absorbance du colorant seul, a 465nm, la quantité de
protéines contenues dans 1’échantillon est déterminée.

Bradford (1976) est le premier a utiliser cette technique et remarque que celle-ci est
moins sujette aux interférences que la méthode de Lowry. De plus, lors d’expériences
réalisées en triplicat, sur du sérum albumine bovin, il obtient une déviation standard de 1,2%,
montrant ainsi la bonne reproductibilité¢ de la méthode. Le développement de la coloration due
au complexe colorant-protéine est d’ailleurs obtenue au bout de 2 min et reste stable (+4%)

durant 1 heure. De plus, cette méthode s’avere 4 fois plus sensible que la méthode de Lowry
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(Bradford 1976) mais tend a surestimer la teneur en protéine des échantillons (Frolund 1996
ou Durmaz et al 2001).

Quelques interférences surviennent lors de 1’utilisation de tampon fortement alcalin
comme par exemple durant la préparation de I’échantillon, mais également, lorsque des
détergents (Triton X-100, Sulfate de sodium dodécyl) ou des composés tels que ’EDTA, le 2-
mercaptoethanol, le phénol sont présents dans I’échantillon a analyser. De plus, cette méthode
présente une sensibilité différente suivant le type de protéines a doser Bradford (1976). De
plus, cette méthode n’est utilisable que pour des protéines de grandes tailles ( 8 a 9 liaisons
peptidiques) alors que 1’on peut doser les dipeptides avec la méthode de Lowry (Raunkjer et
al., 1994).

Raunkjer et al. (1994) utilisent cette technique pour les eaux usées domestiques
d’Aalborg et trouvent que cette méthode permet de doser jusqu’a 15 mg.L”' de protéines
dissoutes lorsqu’ils utilisent du sérum albumine bovin comme standard; Au dela de cette
concentration, la linéarité entre la concentration en protéine et I’absorbance n’est plus établie.
IIs montrent également que le choix de I’étalon standard influence le résultat des
concentrations en protéines. Ainsi, avec la Gamma globuline bovine (BGG) comme standard
la concentration en protéines est de 47 a 62% plus grande qu’avec du sérum albumine bovin

(BSA).

b. Méthode au phénol Folin-Ciocalteau ou méthode de Lowry

Les liaisons peptidiques des protéines forment des complexes avec le sulfate de cuivre
CuSOg4, en milieu alcalin. Ce complexe réduit alors les acides phosphomolybdiques et
phosphotungstiques du réactif Phénol-Folin-Ciocalteau pour donner un second complexe de
couleur bleue, mesuré au spectrophotomeétre a 750 nm.

Raunkjer et al. (1994), lors de I'utilisation de cette méthode, montrent que les
détergents ou les acides gras présents dans les eaux domestiques ne nuisent pas au dosage des
protéines. Cependant, les travaux de Davis (1988) mettent en évidence des interférences
causées par les substances humiques. Freolund et al. (1995) modifierent alors la méthode
¢tablie par Lowry pour prendre en compte 1’effet des substances humiques.

De plus, Raunkjer et al. (1994) montrent qu’avec le Gamma globuline bovin (BGG)
ou le sérum albumine bovin (BSA) comme standard, les résultats obtenus sont similaires.
Ainsi, la coloration développée lors du dosage ne dépend pas du type de protéines : la
sensibilité¢ de la méthode est la méme quelque soit le type de protéine a doser.

Du point de vue reproductibilité Raunkjer et al. (1994), suite a une analyse effectuée

sur 7 réplicats d’eaux usées domestiques, notent une déviation sur leurs résultats de 1’ordre de
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3.8%. Toujours d’apres 1’étude menée par Raunkjer et al. (1994), la méthode de Lowry
permet d’obtenir des concentrations en protéines 4 a 6 fois plus grande qu’avec la méthode de

Bradford (Raunkjer et al., 1994 ; Durmaz et al., 2001).

c. Méthode BCA

Smith et al. (1985) proposent une méthode basée sur la méthode de Lowry mais en
remplacant le réactif Phénol-Folin-Ciocalteau par de 1’acide bicinchonique (BCA). Ce réactif
s’avere étre plus stable et plus sensible que le réactif de Lowry et la méthode généralement
plus tolérante aux substances interférentes. En contrepartie cette méthode devient inutilisable
des que I’échantillon a analyser contient des sucres réduits (Smith et al ., 1985).

En utilisant cette méthode, Raunkjer et al. (1994) montrent que la présence de
13mg.L" de glucose dans un échantillon d’eau usée domestique sont détectés comme étant
30mg.L" de protéine. Cette méthode n’est donc pas envisageable sur des eaux usées.

Au vu de ces résultats, la méthode que nous allons retenir pour doser les protéines
contenues dans les eaux usées domestiques sera celle de Lowry modifiée par Frolund et al.

(1995).

2. Méthode de dosage des polysaccharides

Toutes les méthodes colorimétriques de mesure des carbohydrates nécessitent d’une part
le chauffage de I’échantillon en présence d’acide sulfurique concentré et d’autre part
I’addition d’anthrone ou de phénol pour développer la coloration. Dans un premier temps, les
polysaccharides sont hydrolysés, durant le chauffage, par I’acide sulfurique puis les
monosaccharides sont déshydratés soit par 1’anthrone (coloration verte) soit par le phénol

(coloration orange).

a. Méthode a l'anthrone

Koehler (1952) note que tous les sucres ne donnent pas la méme intensité de
coloration (les hexoses développent une couleur plus intense que les pentoses et les heptoses).

En ce qui concerne les interférences, les composés tels que les graisses, les protéines
ne semblent pas nuire au dosage des sucres (Raunkjar et al., 1994).

Par ailleurs, cette méthode donne des résultats reproductibles. Pour exemple,
Raunkjer et al. (1994) constatent 2 a 4,8% de déviation relative sur les résultats des 7

expériences réalisées avec des eaux usées domestiques d’Aalborg.
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b. Méthode au Phénol

La méthode au phénol ou méthode de Dubois (1956) posséde une trés grande
spécificité et permet d’obtenir des colorations d’'une méme intensité quel que soit le sucre
dosé.

Brown et Lester (1980), dans leurs expériences sur une culture bactérienne pure
(K. aerogenes) trouvent que les rendements obtenus avec la méthode de Dubois sont
supérieurs a ceux obtenus avec la méthode a 1’anthrone.

Cette méthode, semble toutefois donner des résultats peu reproductibles puisque
Raunkjer et al. (1994) trouvent jusqu’a 50% de déviation relative sur leurs résultats. Ces
auteurs conseillent alors de chauffer I’échantillon durant un temps fixe.

En analysant les concentrations en polysaccharides des EPSliés de 14 échantillons de
boues, Brown et Lester (1980) trouvent que la méthode de dosage a I’acide sulfurique-phénol
donne en moyenne des concentrations 24% supérieures a celles avec la méthode a 1’anthrone.
Cette conclusion rejoint celle de Frolund et al. (1996) qui mesurent une concentration en
polysaccharides de 47+7 mg.guvs' avec un dosage avec le réactif phénol-acide sulfurique
contre 4113 mg.ngs'1 avec la méthode a I’anthrone.

Au final, l1a méthode de Dubois modifi¢ par Frolund a été choisie pour toutes les
expériences concernant I’étude sur nos réacteurs. Les mémes conditions expérimentales
entre chaque expériences seront fixées (notamment un temps de chauffe similaire pour

toutes les expériences).
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