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SIGLES ET ABREVIATIONS UTILISEES 

Cette paqe libre permet au lecteur d'accompagner la 
lecture du texte et de certains tableaux. 

La liste suivante n'est pas exhaustive, mais reqroupe les 
notations et abréviations les plus souvent rencontrées dans la 
thèse. Certaines unités sont assez peu usitées mais correspondent 
à celles couramment mentionnées dans les études précédentes sur 
la nitrification. 

A.D.N. 
A.G.V. 
anoxie 
aw 

Batch 
Ca 

C.O.T. 
D.B.O. 
D.C.O. 5 

éq/1( OU meq/l ) 
Of 
( G  x - )  

Lit turbulent 
loglO ou Log 
M.e.s. 
M.P.N. 
M.V.S. 
Nb 
Ns 
N - NH4 
N - NO2 
N - NO3 
N ox 
N.T.K. 
Od 
s 
t0 
T.A.C. 
(V/V 
Y 

: Acide Desoxyribo ~uclgique 
: Acides Gras Volatils 
: environnement privé d'oxygène 
: ~ctivité de l'eau assimilée à l'humidité 
relative de l'air 

: Culture discontinue 
: calcium 
: métnane 
: Rapport carbone sur azote d'un milieu 
: Carbone Organique Total 
: Demande Biologique en oxygène (5 jours - 20°C) 
: Demande Chimique en Gxygene 
: concentration d'une solution normale (ou N/1000) 
: ~ e g r é  français, correspondant à 5 milliéquivalents 
: Grossissement microscopique 
: Constante de saturation pour l'oxygène 
: Constante de saturation définie sur la vitesse 
d'oxydation 

: Constante de saturation définie sur le taux 
de croissance 

: Lit fluidisé aéré (par opposition à lit expansé) 
: logarithme à base 10 
: ~atières en suspension 
: Most Probable Number ou Nombre le Plus Probable 
: ~atières volatiles en suspension 
: Nitrohacter sp 
: Nitrosornonas SD 
: Azote ammoniacal 
: Azote nitreux toutes ces formes 
: Azote nitrique sont exprimées en 
: Azote oxydé azote 
: Azote Total Kjeldahl 
: Concentration limitante en oxygène dissous 
: Surface spécifique d'un matériau 
: température 
: Titre ~lcalimétrique Complet (neq/l ou Of) 
: dilution volume-volume 
: coefficient de rendement cellulaire 
: taux de croissance maximum 
: diamètre 
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La présente étude montre la faisabilité biologique et 
technologique du post-traitement de nitrification adapté à un 
effluent de digesteur anaérobie en sucrerie. 

Une première partie est consacrée à une synthèse 
bibliographique sur la nitrification, volontairement orientée sur 
les aspects particuliers du traitement des eaux méthanisées de 
sucrerie et de leur rejet. 

Dans une deuxième partie est décrite et conunentée 
1 ' expérimentation conduite à la sucrerie de THUMERIES ( 59 ) . On 
étudie dans un premier temps de facon très complète le Biofiltre 
anaérobie dont la bonne marche conditionne le post-traitement 
aérobie. Quatre pilotes de nitrification à biomasse fixée sont 
alors testés en parallèle durant deux campagnes d'essais. L'étude 
montre qu'après trois semaines de montée en gcharge, on peut 
traiter jusqu'à 1,s kg d'azote ammoniacal par m et par jour, ce 
qui correspond à des temps de séjour inférieurs à 1,s heure dans 
les appareils, ceci avec des rendements dg élimination supérieurs 
à 95 %. Les meilleurs résultats sont obtenus sur les procédés à 
supports poreux et utilisant l'air comme source d'oxygène. Les 
principales difficultés rencontrées lors de ces essais sont liées 
aux caractéristiques de l'effluent mgthanisé : équilibre 
calco-carbonique, fuite en carbone organique dissous et 
relargages occasionnels de boues méthanigènes. 

Dans une troisième partie sont ?résentées les principales 
études complémentaires réalisées sur pilotes de laboratoire, 
Elles sont destinées . optimiser certains paramètres de 
fonctionnement et a définir des conditions fiables de 
conservation de la flore nitrifiante durant l'intercampagne 
sucrière, Les expériences sont toutes réalisées sur supports 
poreux. On montre tout d'abord que la phase de démarrage peut 
être réduite de près d'une semaine par dopage en CO de l'air de 
process. On expérimente ensuite le principe d'une déZarbonatation 
préalable de l'eau. Cette décarbonatation doit être partielle et 
semble difficile à conduire sur le plan industriel, Enfin, on 
évalue les charges organiques qui peuvent inhiber la 
nitrification en culture fixé$. Lorsqu'on dépasse les charges 
limites de 1,2-1,s kg C.O,T./m , j, le rendement de nitrification 
chute sans toutefois altérer la flore nitrifiante fixée, 



Les nombreux essais de conservation des bactéries 
nitrifiantes permettent de définir une technique applicable sur 
le plan industriel. Elle consiste à immerger, in situ, à 
température ambiante, les supports ensemencés dans de l'eau de 
forage, après rinçage du natériau garni. La mise en phase 
stationnaire des micro-organismes 48 heures avant l'arrêt 
favorise leur adaptation aux conditions de jeûne total. Une perte 
rapide d'activité de 30-35 % est inévitable dans les quinze 
premiers jours; elle se stabilise ensuite. ~ ~ r è s  plusieurs phases 
d'arrêts et de reprises, le temps de retour aux performances 
initiales d'un réacteur peut être réduit à 7 jours. 

Un prototype industriel de nitrification est actuellement 
en construction 2 la sucrerie de THUMERIES. 

MOTS-CLEFS : Sucrerie - Traitement des eaux - Post-traitement - 
Nitrification - Effluent mgthanisé - Biofiltre - 
Lit fluidisé - Conservation 

Ce travail a fait l'objet d'une communication au congrès 
EWPCA - AQUATECH886 - (Amsterdam - Sept. 1986). 
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INTRODUCTION - CADRE DE L'ETUDE 

Les Services Techniques de l'Industrie sucrière Française 
ont fait figure de pionnier en matière de traitement des eaux 
résiduaires de sucrerie par la voie anaérobie. Les procédés 
évoluent depuis plus de 10 ans dans ce domaine et la dernière 
technologie implantée en Sucrerie Française utilise le Biofiltre, 
système très performant à flore immobilisée, Malheureusement, les 
procédés anaérobies de fermentation méthanique sont inefficaces 
sur la pollution azotée qui se transforme en azote ammoniacal 
lors de son passage dans le digesteur. Il convient donc, par 
souci de protection des rivières, de compléter le travail du 
digesteur par un traitement aérobie; on évite ainsi une 
nitrification naturelle dans le milieu récepteur, grande 
consommatrice d'oxygène. 

A la demande de 1'Interprofession Betterave-Sucre et sous 
le contrôle d'un Groupe Paritaire, des fonds communs ont été 
engagés et concentrés sur une opération démonstration en 
collaboration avec la sucrerie de THUMERIES, ceci afin de mettre 
en place une filière complète de traitement des eaux de la 
sucrerie. A terme, on doit aboutir au rejet immédiat des 
effluents au fil de la campagne et à la suppression des bassins 
de stockage, D ~ S  1983, la sucrerie de THUMERIES accepte 
d'installer un Biofiltre anaérobie, lancé et suivi par l'IRIS la 
même annge. L'application industrielle de la nitrification quant 
2 elle nécessite une mise au point préalable. La présente étude a 
donc pour but d'évaluer la faisabilité biologique et 
technologique de la nitrification des effluents méthanisés en 
sucrerie. 

La nitrification (oxydation de l'azote ammoniacal en 
azote nitrique) est le fait de quelques bactéries, aérobies 
strictes, chimiolithotrophes, aux exigences physiologiques 
strictes et au taux de croissance faible. A ces considérations 
générales vient s'ajouter le contexte particulier ae la sucrerie, 
le caractère saisonnier de ses activités et les caractéristiques 
précises de l'eau à nitrifier, L'orientation des travaux tient 
compte de l'ensemble de ces paramètres ainsi que de 
l'introduction récente des procédes à biomasse fixée très 
performants. 

Une étude comparative aussi complète que possible est 
conduite sur- quatre pilotes en collaboration avec des 
constructeurs a la sucrerie de THUMERIES , dans les conditions 
industrielles. L 'objectif principal en est de définir un procédé 
fiable et performant et de mettre en évidence ses principales 
contraintes biologiques et technologiques. 

Ces questions sont alors abordées une à une dans des 
conditions précises de laboratoire, ce qui permet de s'zffranchir 
de certaines contraintes extérieures et d'isoler chaque aspect 
pour mieux le comprendre. L'ensemble des travaux est réalis6 avec 
un souci permanent d'application industrielle, 



1 PROTEINES otr 1 

FIGURE 1 : CYCLE DE L'AZOTE 



lère PARTIE 

R A P P E L  B I B L I O G R A P H I Q U E  

1 - HISTORIQUE 

La nitrification est mise en évidence, en France, par 
SCHLOESING et MUNTZ (1877-1879) qui démontrent la nature 
biologique du processus d'oxydation de l'azote ammoniacal en 
nitrate. Les organismes responsables de la nitrification sont 
identifiés par WINOGRADSKY (130) (1890-1891) qui distingue deux 
étapes à la réaction et isole deux catégories de bactéries ; 
Nitrosomonas sp ( * )  qui oxyde l'ammoniaque en nitrites et 
Nitrobacter 3 ( * * )  qui oxyde les nitrites en nitrates. 
WINOGRADSKY montre que ces organismes sont aérobies stricts et 
chimiolithotrophes obligatoires, c'est à dire qu'ils utilisent 
l'oxydation de leurs substrats minéraux comme seule source 
d'énergie et le CO, atmosphérique dissous comme source exclusive 
de carbone. L 

La nitrification a depuis beaucoup été étudiée, 
essentiellement par des agronomes et spécialistes des Sciences du 
sol, mais peu de données sont actuellement disponibles concernant 
la physiologie et l'écologie des populations bactériennes 
responsables du phénomène d'oxydation. 

La nitrification joue un rôle très important dans le 
cycle de l'azote (Fig. 1). 

II - HICROBIOLOGIE DE LA NITRIFICATION 

11-1 Habitat 

Quoiqu'ayant des exigences écologiques strictes, les 
bactéries nitrifiantes sont largement répandues dans la nature. 
Elles sont localisées dans le sol, le compost, l'eau douce, l'eau 
de mer, dans la plupart des environnements aérobies où les 
matières organiques sont mineralisées (BELSER) (11). 

Dans le sol, la flore nitrifiante se situe principalement 
dans les 10 cm supérieurs. Elle est surtout active dans les sols 
cultivés aérés où elle joue un rôle important sur la productivité 
végétale. 

(X)Nitrosomonas sp Nitrosus = nitreux unités qui produi- 
Monas = monadetunité sent des nitrites 

(**)Nitrobacter sp Nitrum = nitrate ~âtonnets qui pro- 
Bacter = bâtonnet duisent des nitrates 



Dans les estuaires, lacs et rivières, la nitrification se 
produit à 1 ' interface eau-sédiments, parfois dans des zones très 
pauvres en oxygène (WATSON) (129). 

En mer, les bactéries nitrifiantes sont localisées dans 
les 200 m supérieurs et à l'interface eau-sédiments. 

Les germes nitrifiants se fixent naturellement sur les 
particules du solp les matières détritiques en suspension dans 
l'eau, les bords de cuve d'aération en station d'épuration. 

11-2 Les bactéries nitrifiantes 

Un faible nombre de genres bactériens a été identifié et 
isolé. Dans la plupart des milieux, en dépit des conditions 
variables, la nitrification est essentiellement autotrophe 
(53154). 

11-2 a Nitrification autotrophe 

Les bactéries nitrifiantes sont des bactéries GRAM - 
appartenant à la famille des Nitrobacteriaceae (19) (Bergey's 
manuab, &me édition). 

.............................................................. 
( Oxydation : Genre ~spèce Habitat 
(-------------.------------------------------------------------ 

( N I ~ ~ ~ -  N%-: 1 
( : Nitrosornonas europaea sol, eau, effluents) 
( : Nitrosospira briensis sol 1 
( nitrosus sol 1 
( : Nitrosococcus oceanus ( * )  mer 1 
( mobilis ( * * )  mer 
( : Nitrosolobus multiformis sol 1 
( : Nitrosovibrio tenuis ( * * * )  sol 
(-------------------------------------------------------------- 

1 

( N02- NO-j-: Nitrobacter winogradskyi sol, eau 1 
( (agilis) 1 
( : Nitrospina gracilis mer 1 
( : Nitrococcus mobilis mer -----___-_--_.---__------------------------------------------- ) 

( * )  - identique à Nitrosocystis oceanus (42) 
( * * )  - nouvelle espece (67) 
( * * * )  - nouveau genre, nouvelle espèce (48) 



TABLEAU 1 : DESCRIPTION DES BACTERIES NITRIFIANTES 

MORPHOLOGIE 
STRUCTURES 

Cellules iso- 
lées, par paire 

ment en aggré- 
gats du type 

Regroupement 
souvent en forme de "poire". 

Système polaire de cytomembranes 
constituant une coiffe en 3 struc- 



Ces familles regroupent des organismes qui ont pour 
caractéristique physiologique commune de pouvoir se développer 
dans un milieu exclusivement minéral, en utilisant l'énergie 
libérée par oxydation des composés azotés tels que l'azote 
ammoniacal ou l'azote nitreux. 

Les genres bactériens se distinguent par la forme, la 
taille et l'arrangement des diverses membranes (Tab. 1); Les 
cellules sont riches en cytochromes C et en matériaux de reserve 
(polyphosphate, glycogène, poly-8-hydroxybutyrate) (129) 

II-2-b Nitrification hétérotrophe 

Quelques bactéries et champignons hétérotrophes sont 
capables de produire des compos6s oxydés à partir de l'azote 
ammoniacal dans les mêmes conditions que les autotrophes. Le rôle 
in situ de ces souches est mal connu (40). EYLAR et SCHMIDT (38) 
rapportent que sur 1000 souches hétérotrophes isolées d'un sol 
qui nitrifie, seules 15 oxydent l'azote ammoniacal, dont 13 
souches d'Aspergillus f1avus.- Arthrobacter sp, Azotobacter sp et 
Pseudomonas sp peuvent egalement contribuer a la nitrification 
( 8 9 ) .  

II-2-c Associations 

En culture mixte, les bactéries autotrophes et 
hétérotrophes coexistent (13). Les bactéries hétérotrophes ont un 
taux de croissance très supérieur à celui des aut~trophes et 
dominent dans la flore totale, HOCKENBURY (32) pense qu'il 
n'existe pas de compétition entre les deux catégories de 
bactéries a condition de maintenir un pH et un taux d'oxygène 
dissous suffisant dans le milieu. Il montre que le filtrat 
provenant d'un réacteur hétérotrophe a un effet antagoniste sur 
un réacteur nitrifiant. JONES et HOOD (61) augmentent l'activité 
de Nitrosomonas sp de 150 % en présence de Nocardia atlantica et 
d'une souche de Pseudomonas. Ces effets stimulants sont discutés 
mais aucun effet- nefaste provoqué par des hétérotrophes sur la 
nitrification n'a été prouvé. 

11-3 ~écanismes biochimiques de la nitrification 

II-3-a ~éactions d'oxydation 

L'oxydation de l'ammoniaque se produit en deux étapes 
successives, selon les réactions suivantes (89,126). 

+ - 
NH4 + 3/2 O2 -+ NO2 + H 2 0  + 2 ~ '  + (276 - 351 kJ) 

Nitritation 

- - 
N02 + 1/2 O2 NO3 + (64 - 88 kJ) 

Nitratation 



X-H2 X = C y t - P a ?  X 

/ 
Nitroxylox dase 

7-ï- NOH 

NO 
N20 Conditions 

FIGURE 2 : ETAPES DE LA NITRIFICATI03 



Les principales réactions intermédiaires sont 
schématisées sur la figure 2. 

II-3-a-1 La nitritation 

La biochimie de la première étape est la plus complexe. 
Elle passe par la formation d'hydroxylamine et d'autres 
intermediaires instables. L'oxydation initiale de l'ammoniaque en 
hydroxylamine est énergétiquement défavorable et constitue 
l'étape limitante de l'ensemble du processus de nitrification. 
Cette réaction justifie le temps de latence observé lors du 
démarrage d' une culture de Nitrosomonas sp ( 57 ) . L'oxydation de 
l'hydroxylamine en nitrite est un processus seml_cyclique lié à 
un système cytochrome et à une partie du NO2 formé. Cette 
oxydation conduit vraisemblablement à la formation d'un cofacteur 
réduit (XH2 sur la Fig. 2) qui induit alors la première réaction. 

II-3-a-2 La nitratation 

La réaction se produit en une seule étape, l'oxygène 
utilisé provenant de l'eau et non pas de l'oxygène moléculaire 
(126). ~ ' é n e r ~ i e  produite par la réaction est plus faible que 
celle de la nitritation, justifiant le rendement cellulaire de 
Nitrobacter sp, inférieur à celui de Nitrosomonas sp. 

A 

Les électrons sont transférés grace à un complexe 
respiratoire multienzymatique qui renferme les cytochromes c, 
et la nitrite-oxydase, al 

II-3-a-3 ~éaction globale 

~'é~uation globale de l'oxydation de l'ammoniaque en 
nitrate s'écrit : 

9 - - + 
NH4 + 2 O2.......-(NO2 )......r NO3 + H20 + H 

(III-) (III+) (v+) 

II-3-b synthèse cellulaire 

Le CO est fixé suivant le cycle de CALVIN par toutes les 
bactéries nier if iantes . En assimilant la composition de la 
biomasse à la formule C5H7N02, la synthèse des micro-organismes 
s'écrit (99) 



+ Les protons H sont neutralisés par les bicarbonates en 
équilibre dans le milieu (pH 48,s) 

II-3-c Equation générale 

 équation générale de la nitrification combine 
l'oxydation de l'azote et la synthèse des bactéries : 

+ - 
1,000 NH4 + 1,856 O2 + 1,979 HC03 - 

- 
0.021 CSH7NO2 + 1,041 H20 + 1,879 H2C03 + 0,979 NO3 

Cette équation générale met en valeur trois facteurs 
importants affectant la nitrification dans son application au 
traitement des eaux. 

. Le métabolisme aérobie des bactéries nitrifiantes 
entraine une consommation d'oxygène de 4,2 - 4,5 mg O2 par mg 
d'azote éliminé ou oxydé, 

. Le rendement cellulaire par unité est très faible; 0,17 
mg M,v.s. par mg d'azote oxydé. La nitrification produit peu de 
biomasse. 

+ . La nitrification libère des protons H représentant, à 
l'équilibre, une consommation de 7 mg d'alcalinite par mg d'azote 
ammoniacal oxydé, 

11-4 Les principales caractéristiques métaboliques des 
bacteries nitrifiantes. 

Si la notion d'autotrophie stricte définie par 
WINOGRADSKY en 1899 reste vraie pour Nitrosomonas sp, elle tsnd a 
disparaître pour Nitrobacter sp qui peut assimiler des compos~s 
organiques simples comme source d'énergie : acétate, pyruvate, 
formiate. Il est maintenant acquis que la paroi des bactéries 
nitrifiantes est perméable à de nombreux composés organiques dont 
le carbone peut être incorporé dans les matériaux cellulaires 
(70,71,105,107,111). 

L'assimilation du CO nécessite sa réduction et donc de 
l'énergie. Si globalement l%s réactions de nitritation et de 
nitratation sont exergoniques, une partie de cette énergie est 
utilisée pour fournir le pouvoir réducteur. La fixation d'une 
mole de CO , compte tenu du faible rendement du couplagz 
d'énergie (16-15 % )  , nécessite l'oxydation de - 17-25 moles de NH4 
pour Nitrosomonas sp et 67-100 moles de NO2 pour Nitrobacter sp 
(132 ) .Les bacteries nitrifiantes ont un métabolisme tres 
exigeant, expliquant leur croissance lente, directement liée à 
l'oxydation de l'azote minéral en conditions de substrat non 
limitant. 

L'existence d'un cycle de KREBS complet est discuté chez 
les bactéries chimiolithotrophes (81). 



 es principales caractéristiques des bactéries 
nitrifiantes sont reportées dans le tableau ci-dessous (Tab. 2 ) 
et comparées au métabolisme de souches hétérotrophes cultivées 
sur glucose (11). Suivant les conditions expérimentales, les 
valeurs sont tres différentes : 

TABLEAU 2 : PARAMETRES DE CINETIQUE CHEZ LES BACTERIES NITRIFIANTES 

-------------- - - - 

( : Nitrosomonas : Nitrobacter : ~étérotro~he ( * ) )  
(,,,,,-,,,,,,,,,,-,-~-----.--------------.-------------.----------------- 1 
( Y théorique 1 
( (gmat.cell/g.Nox) : 0,29 0,084 1 
( 1 
( Y mesuré ) 
( (g mat.cell/g.N ox) : 0,03-0,13 : 0,02-0,08 : 0,37- 0,79 ) 
( 1 
( pmax (j") : 0,46-2,2 : 0~28-1,44 : 7,2 -17,O 1 
( 1 
( Ks (ou Km)**(mg N/1) : 0,06-5,6 : 0,06-8,4 : 1-181 ) 
( ) 
( Ko (mg 0/1) : 0,3 -1,3 : 0,25-1,3 : 0,0007-0,l ) 
( ........................................................................ 1 

( * )  Selon CHIU et al (26) 
( * * )  Les valeurs des constantes de saturation 
définies sur les vitesses de réactions (Km) et sur les 
taux de croissance (Ks) sont généralement confondues. 

~énéralement, les valeurs de Ks obtenues en cultures 
mixtes sont plus élevées et les taux de croissance plus faibles 
qu'en cultures pures. 

L'influence des paramètres du milieu sur la nitrification 
affecte surtout Nitrosomonas sp, la nitritation constituant 
l'étape limitante du processus d'oxydation. 

III - INPLUEPYCE DES PARAHETRES DU H I L X E U  S U R  GA -- - - 
N I T R I P I C A T I O I ! 4  

111-1 Influence de la teneur en oxygène dissous 

Les bactéries nitrifiantes sont des bactéries aérobies 
strictes. Elles apparaissent comme de mauvais compétiteurs aux 
faibles concentrations en oxygène dissous. STREMSTROM et PADUSKA 
(112) ont comparé les résultats obtenus par différents auteurs 
relatifs aux concentrations limi tantes en oxygène dissous dans 
diffférents systèmes (cultures pures, cultures mixtes, stations 
dlépuration)(~ab. 3). 



TABLEAU 3  : EFFET DE LA CONCENTRATION EN OXYGENE DISSOUS SUR LA 
NITRIFICATION 

........................................................................ 
( Organisme : ~xygène dissous : Conditions et : ~éférences ) 
( mg/ 1 : remarques : bibliographiques ) 
( ) 
( : Ks : Od. : 
(------------:---------:-------.---------------------.--------------------- 

1 
) 

( 
(Nitrosomonas: 0,3 : : 2OoC-culture pure : (78) . )  
( 1 
( ) 
( : 0,25 : : Culture pure : citg dans (112) 
( ( * )  ) 
( : 1,O : Ordre zéro-cult. : Cité dans (112) ) 
( : pure 1 
( ) 
( : 2,O : Ordre zéro : (66) ) 
(------------------------------------------------------------------------\ 

(Nitrobacter :1,84-2,86: : Cul. pure techni- : cité dans (112) 1 
( : 0,83 : : ques res~irométri-: I 

: &es amperométri- : 
: que? et microcalo-: 
: rimetriques 

( 
( :O, 34-0,48: : 20"-29" et 3S°C : (16) 
( : 0,72 : : respectivement : ) 
( :(valeurs calculées): 1 
( 
( : 2,O : ordre zéro : cité dans (112) ) 
( ) 
( ) 
( : 4,O : ordre zéro : (66) 
(------------------------------------------------------------------------ 

) 
) 

( Nitrifiants: 0,8 : : dans le sol : ~ r t é  dans (112) ) 
( en général : :(valeurs calculées): 
( 1 
( : 2,O : : dans des boues : citg dans (112) - ) 
( : activées 1 

) 
: 0,2 : inhibition dans : ( 3 5 )  ) 

: des boues activées: ) 

( * )  Ordre zéro : concentration minimale en oxygène dissous 
pour une cinétique d'ordre zéro 



De ces données, il ressort une assez grande différence 
entre les valeurs de constantes de saturation et de 
concentrations limitantes en oxygène dissous (méthodes de mesure, 
état des cultures, mécanismes de diffusion de l'oxygène, autres 
facteurs de l'environnement). La gamme de concentration en 
oxygène dissous minimal permettant une nitrification optimale se 
situe entre 1 et 4 mg 0/1. Il n'est pas mentionne dans la 
littérature d'inhibition par excès d'oxygène dissous dans le 
milieu. 

En conditions d'anoxie - ou d'anaérobiose, Nitrosomonas sp 
est capable de réduire NO2 et de produire un mélange gazeux NO, 
N20. Il en est de meme pour Nitrosolobus, Nitrosospira, 
N~trosococcus sp (41). Dans les sols et les systemes aquatiques, 
11 apparalt que la nitrification est une source importante de 
N O. De méme, Nitrobacter sp est capable de réduire NO1 en 
~ 6 ~ - (  11). En general, dans les milieux naturels, peuvent 
coexister ou se succéder nitrification et dénitrification (sols, 
rivières, stations). 

111-2 Influence de la température 

Les températures optimales pour la nitrification en 
cultures pures se situent entre 2S0 et 36OC (84), bien que des 
températures plus élevées aient été rapportées pour Nitrobacter sp 
(42OC) (89). 

D'une manière générale, la nitrification est nulle 
au-dessous de SOC et au delà de 4S°C (89), les températures 
létales se situant aux environs de 5S°C pour les deux espèces. 

Aux faibles et aux fortes températures, Nitrobacter sp 
est plus affecté que Nitrosomonas ~ ( 9 8 )  et on assiste 
aénéralement à une accumulation de nitrites dans le milieu. 
KNOWLES et al (66) estiment que le taux de croissance spécifique 
de Nitrosomonas sp est augmenté de 9,s % par élévation de 
temperature de 1°C et celui de Nitrobacter sp de 5,9 % dans une 
gamme de température de 8 à 23OC. 

La température intervient également de façon indirecte 
sur la nitrification en modifiant la concentration en oxygène 
dissous ou la teneur en NH (97). 3 

111-3 Influence du pH 

Les bactéries nitrifiantes sont légèrement basophiles, 
avec un pH optimum compris entre 7,s et 8,5 (Tab. 4). Le pH 
optimal n'est pas clairement défini. 



FIGURE 3 : INHIBITION DE LA NITRIFICATION PAR 

L'AMMONIAC ET L'ACIDE NITRrmX 

Zone 5 : Inhibition de Nitmsmonas sp et Nitrobacter sp 

Zone 2 : Inhibition de Nitrobacter se par NH 3 
Zone 3 : Nitrification complète 

Zone 4 : Inhibition de Nitmbacter sp gar HN02 



TABLEAU 4 : EFFET DU pH SUR LE DEVELOPPEMENT DES BACTERIES 
NITRIFIANTES 

( PH ~egré : Organisme en : ~éférence ) 
( : d'inhibition : culture pure : 1 
(-,-,---,-,---,--.--------------.-----------------.----------- 1 
( 1 
( 
( 8,3-8,6 O : Nitrosornonas sp : . '  (72) 1 
( ) 
( 7,g-9,2 O (36) j 
( 6,2 50 % 1 
( 9,6 50 % 1 
( 1 
( 8,O-8,s O (611 ) 
( 6,5-7,O 90 % 1 

1 
( 8,5-8,8 O : (53,54) ) 
( 7t9 50 % 1 
( 9,3 50 % 1 
( 1 
( 7,s-8,O O (78) 1 
(----------------.--------------.-----------------.----------- 

( 7,2-8,2 O : Nitrobacter sp : (72) 1 
( 1 

L' intervalle de pH compatible avec la nitrification est 
plus large en cultures mixtes. Les bactéries, dans leur 
environnement naturel, semblent tolérer des pH très faibles, 
phénomène lié à la concentration en azote minéral et au pouvoir 
tampon des milieux (32'7). 

 explication la plus satisfaisante de l'effet du pH sur 
les bactéries nitrifiantes est donnée par ANTHONISEN et al (7). 
X,'hypothèse du modèle dfANTHONISEN est basée sur l'équilibre $es 
différentes for-s ionisées et non-ionisées ( N H ~ / N H ~  ) ,  
(~0~-/HNO ) ,  (NO /HN03 ) en fonction du pH. L'inhibition de la 
nitrificazion in2ervient à plusieurs niveaux et se résume par le 
diagramme opérationnel dlANTHONISEN (Fig. 3). L'inhibition est 
due en fait à une ~énétration préférentielle et à une 
accumulation nocive des formes libres de l'ammoniac ou de l'acide 
nitreux dans les cellules bactériennes. 

Ces formes d'inhibition se manifestpt surtout - pour des 
concentrations élevées en azote minéral (NH 4 'No2 1. 



TABLEAU 5 : SUBSTANCES INDISPENSABLES OU STIMULANTES 
POUR LA NITRIFICATION 

______----^-_-^------------------------------------------------------------- 

( SUBSTANCE : CONCENTRATION (rng/l) : EFFET 
(---------------.-----------------------.------------------------------------ 

) 
) 

( Phosphate : 310 exprimé en P : Requis pour NsC et NbC (72) ) 
( 5 exprimé en P : Requis pour NbC 1 
( (4)) 
( ~aqnésium : Requis pour NsC et NbC (72) ) 
( 5 : Requis pour NbC (4) ) 
( 10,s-50.5 : Aucun effet sur NsA (106)) 
( : (en tant que MqSO, 7t1, O 1 : NsA+ (78) 
( 12.5-50 : ~ é q e r  NsA- ) 
( 50-100 1 
( ~ o l ~ b d è n e  : NbA+ (4)) 
( 10 :Accroissement x 11 pour NbA et C(31)) 
( 10010 : ~ é q e r  NbA, NbC 1 
( 1 
( Fer : Requis pour NsC et Nbc (72) 
( 0,s-0,6 : NaC+ (106) ) 
( 7 : Requis pour NbC (4) 
( 6 (en FcSOI ) : NsA+ (66) 
( ) 
( Calcium - : Requis pour NbC (72)) 
( O, 5-10 : NsA+ en présence de 5 mq/l EDTA(78)) 
( ) 
( Cuivre - : Requis pour NbC (72) 
( O-0,06 : N?A+ avec 5 m g / l  d'EDTA (78)) 
( 0 1 1  : Leqer NsA+ ; avec plus fortes 
( : concentrations NsA- (120)) 
( 0,1-0.5 : NsA (106) ) 
( ) 
( Sodium 0,6-1,s : NsA+ , NsC- ( 7 8 )  
( 1,5-7,O : NsA- , NsC+ 
( 1 
( Zinc 1 : NbC+ (4)) 
( 
( EDTA 5 : NsA+ , NbA (78)) 
( 1 
( ~cétate 6 O : NbC+ (3111 
( ) 
( NHz OH 660 : Restinq cells NsA+ (57)) 
( : ~phéroplastes NsA+ (116) 
( ) 
( A.  minés 4 : NsA+ , NsC+ (28)) 
( (sérine, Glu- : ) 
( tamine. Ac. : 1 
( Aspartique) : 
( 1 
( Vitamines 
( (Acides nico- : 5 O : NbC+ (91)) 
( tinique, as- : f 
( corbique, pan-: 
( tothénique) : ) 
( 
( Biotine 0,15 : NbA x 2 à 4 , NbC+ (63)) 
( 1 
( Cendres de : 
( sirop de maïs : sirop à 0,05-1 % : NsC+ (45)) ............................................................................ 

Les bactéries nitrifiantes n'ont pas de besoin spécifique 
en potassium et en soufre (89). @ N s  = Nitrosornonas sp  A = Act iv i t é  + = s t imulat ion 

Nb = Nitrobacter  sp C = Croissance - = i nh ib i t i on  



111-4 Influence de la concentration en azote minéral 

En conditions de substrat non limitant, les bactéries 
nitrifiantes sont influencées par leur propre substrat et plus 
encore par le substrat l'une de l'autre (89). Dans la pratique de 
la nitrification des eaux, les concentrations inhibitrices de la 
croissance des micro-organismes sont relativement élevées, de 
l'ordre de 500 à 1000 mg N/1 en azote ammoniacal ou nitreux et 
2000 mg N/1 en azote nitrique (16,95,131,132). Il est cependant 
difficile, dans un milieu de culture d'enrichissement de 
laboratoire, d'appliquer de fortes concentrations en substrat 
(7). Le rendement de croissance des bactéries nitrifiantes étant 
faible, les cultures finales sont toujours peu denses (62). 

L'inhibition par les fortes concentrations en azote 
ammoniacal, nitreux ou nitrique, liée au pH, est fréquente dans 
le traitement des eaux industrielles, agricoles et d'élevage 
(105) ainsi que dans les sols fraîchement fertilisés (49). A pH 
7, il faut 20-0 mg N-NH4/1 pour inhiber Nitrobacter sp. A pH 9,'3 
mg N - N H ~ / ~  suffisent pour l'inhiber (13). 

111-5 Influence des composés du milieu 

III-5-a Micronutriments et substances stimulantes 

Il faut distinguer d'une part les substances requises 
pour la croissance des micro-organismes et d'autre part les 
substances qui favorisent cette croissance, dont la détermination 
reste assez empirique. Ces produits peuvent agir directement sur 
le métabolisme des micro-organismes en tant que nutriments ou 
indirectement en modifiant les conditions du milieu (pH, 
potentiel redox, complexation). Les réponses varient d'une espece 
bactérienne à l'autre (129) et il est très difficile de définir 
des conditions optimales de croissance et d'activité des deux 
groupes de bactéries nitrifiantes en interaction, La plupart des 
travaux ont été réalisés en cultures pures (Tab. 5) et la 
physiologie des germes nitrifiants reste mal connue. 

Dans tous les cas, la croissance des bactéries nécessite 
la présence de CO d'azote ammoniacal ou nitreux et d'oxygène 

12' dissous quoique 1 anoxie ne soit pas létale ( 8 9 ) .  Le rôle exact 
du CO2 et sa disponibilité dans le milieu sont mal connus. 



TABLEAU 6 : SUBSTANCES INHIBITRICES DE LA NITRIFICATION 

.......................................................................... 
( : NIVEAU : 
( COlrlPOSES :CONCENTRATION:TOXICITE: REFERENCE 
(---------------------'---------------:--------.----------------------------- 1 
( ORGANIQUES 
( ) 
(  cétone : 2  q/l : 75 8 : Nitrif Boues activées (120)) 
( Aniline : 1 mq/l : 50 % : Ns (32)) 
( Blsulfure de carbone: 35 mq/l : 75 % :. " 
( n-Butanol : 8,2 q/l : 50 8 : Nit Cult. pures (32) ) 
( Chloroforme : 18 mq/l: 5 0 %  : " " Ba - .  ( 
( Ethanol : 2,4 q/l: 7 5 %  : " " Ba ( 3 2 ) )  
( 
( Hydrazine 
(  éthanol 
( phénol 
( n-Propanol 
( ~hio-urée 
( 
( 
( A. AMINES 
( 
( L-Lysine 
( Valine 
Hydroxyproline 
~hréonine 
~éthionine 

( L-Arqinine 
( Thiamine 
( Peptone 
( L-Histidine 
( 
( 
( NON-ORGANIOUES 
( 

. . 
: 58 mg/l : 75 % : " " Ba 
: 160 mq/l : 50 % : Cultures pures 
: 5.6 mq/l: 5 0 %  : " Ba 
: 20 q/l : 50 % : Cultures pures 
: 0,076mq/l: 5 0 %  : Ba 

: 4 mg/l : 100 % : Nitrosomonas sp 

: 10 M : Seuil : Nitrobacter sp 

: 9 mq/l: 5 0 %  : ~ s , ~ b  
: 1,7 mq/l: 5 0 %  : "  " 
: 5 mq/l : 100 % : Ns 
: 10 mg/l : 60 % : NS, ~b 
: 0,5 mq/l : 50 % : Ns, Nb 

1 

: 0,25 mq/l : 100 % : NS 

: 0.4 mg/l: 
( 
i ~r 2+ : 1 mq/l : 
i ~r 3+ : 0,25mq/l: 
( Ni 

1 
: 0,l mq/l : Seuil : Ns ( 7 9 )  ) 

( HgC12 : 2  mq/l: : Ns 
( ~ b 2 +  

( 8 9 ) )  
: 0,5-1 mg/l : 100 8 : 

: 10 mq/l: 
) 

....................................................................... @ +  ) 



111-5-3 Inhibition de la nitrification 

Les principales substances inhibitrices de la 
nitrification sont à la fois des composés organiques et 
non-organiques (Tab. 6). 

En règle générale, l'effet des toxiques est plus 
important sur les cultures pures que sur les cultures mixtes 
(89). De même, les inhibiteurs spécifiques de la nitrification 
sont plus sensibles à long terme sur Nitrosomonas sp que sur 
Nitrobacter sp, à l'exception de quelques composés (chlorure de 
potassium, cyanate de sodium, sulfate d'hydrazine). Enfin, 
l'effet des métaux lourds est beaucoup plus important sur les 
cultures en croissance que sur les cultures agées (106). 

En cultures mixtes, l'inhibition par_ les produits 
organiques est parfois directe, de type competitive et non 
compétitive, ou indirecte (32); Les composés organiques sont 
alors rapidement oxydés par la flore hétérotrophe à croissance 
rapide qui consomme l'oxygène dissous de façon prioritaire et 
empêche la nitrification. Les composés organiques sont rarement 
létaux, Peu de données sont disponibles concernant l'action de 
produits excrétés par d' autres organismes (17) . En règle 
générale, des tests de nitrification en laboratoire, avec témoin, 
permettent de déceler un composé toxique éventuel dans le 
substrat à nitrifier (80). 

111-6 Influence d'autres paramètres sur la 
nitrification 

 étude se limite aux principaux paramètres qui 
conditionnent la nitrification et son application au traitement 
des eaux. 

III-6-a Concentration en bactéries nitrifiantes 
et age des boues 

Le taux de nitrification est lié à la concentration en 
micro-organismes présents. Les valeurs citées varient beaucoup 
selon la méthode de numération employée (M.P.N., 
immunofluorescence, matières volatiles), En boues activées, la 
conce tra ion en bactéries nitrifiantes exprimée par M.P.N. est s ri de 10 -10 bactéries par ml (19). 



 activité nitrifiante varie entre 110-250 mg Nox/g 
bact.h à 20-30°C pour des cultures pures et 0,5-6 mg Nox/g bact.h 
pour des systemes type boues activées (79,89,99). La 
concentration en bactéries nitrifiantes influence surtout le 
démarrage d'une unité au moment de son ensemencement, liant un 
phénomène d'adaptation (50,92) et d'activation à un phénomène de 
croissance. En règle générale, c ' est la concentration en 
bactéries nitritantes qui conditionne les performances d'une 
installation, leur taux de croissance étant le plus faible (79). 
Pour accéder à une nitrification importante, il faut un âge de 
boues élevé, de l'ordre de 3 à 4 jours en boues activées (35). 
 âge de boues critique dépend des différents facteurs qui 
contrôlent la croissance des bactéries nitrifiantes, notamment la 
température. Il dépend également de la proportion de germes 
nitrifiants dans la flore totale (105). 

III-6-b Influence de la fixation et de la 
turbulence 

L ' accrochage spontané des bactéries nitrifiantes sur des 
supports naturels a longtemps amené les auteurs à conclure à sa 
nécessité (105 1. Cette notion est maintenant abandonnée 
(36,78,106) à la fois pour Nitrosomonas sp et Nitrobacter sp. 

La rétention des micro-organismes sur des particules 
solides est exploitée en traitement d'eaux dans les systèmes à 
bactéries fixées ; elle permet une concentration importante en 
bactéries nitrifiantes et une diminution du temps de séjour 
hydraulique (19,119). 

La turbulence n'influence la nitrification que par une 
meilleure disponibilité de l'oxygène pour les bactéries en 
améliorant à la fois son transfert en phase dissoute et sa 
diffusion au sein des flocs ou du biofilm (105). 

IV - CONSERVATION DE L'ACTIVITE NITRIFIANTE 

Etudes dans les sols 

La nitrification dans les sols est un processus microbien 
essentiel qui permet aux plantes d'incorporer l'azote. La 
persistance de cette nitrification sans précautions particulières 
montre la résistance de ces micro-organismes ou d'une partie 
d'entre eux, ALEXANDER (5) rapporte que la nitrification dans des 
sols stockés à sec peut être maintenue pendant 14 ans. 
Inversement, CHEN et ALEXANDER (24) affirment que dans les sols 
soumis à dessication prolongée, les bac téries G M M  - asporogènes 
sont éliminées dans les deux semaines, sans exception. DOMMERGUES 
(34) montre que la nitrification est inhibée dans les sols à 
forte tension d'humidité (pF(*)4,5 - 5,O) sans préciser s'il 
s'agit de létalité. Les taux de nitrificatkon diminuent de façon 
exponentielle quand le pF augmente (e=Ae fiPk ) (9). 



IV-2 Etudes en cultures pures 

La conservation des souches pures n'est pas maîtrisée et 
conduit parfois à la perte de souches isolées. Elle conduit 
toujours à une perte importante d'activité. Il n'existe pas de 
forme de dormance connue (19,129). 

IV-2-a Nitrossmonas sp 

Historiquement, BOLTJES (cité dans (19)) est parvenu à 
maintenir ses cultures pures sur gélose enrichie en albumine 
d'oeuf. MEIKLEJOHN (83), après 18 mois de stockage dans des 
conditions variables, a perdu l'ensemble de ses souches 
nitritantes. JENSEN (cité dans (28)) a également perdu une souche 
nitritante qu'il avait isolée : seul, le transfert régulier, de 
laboratoire en laboratoire lui a permis de la retrouver. 

GUNDERSEN (44) n'est jamais parvenu à maintenir une 
culture de Nitrosomonas sp plus d'un an. 

ENGEL et ALEXANDER (36) ont stocké une suspension 
cellulaire de Nitrosomonas sp à 4OC pendant 1 mois ; ils ont 
constaté une perte importante d'activité des souches. LEWIS et 
PRAMER (77) par contre ont réussi à conserver leurs cultures 
pures dans un tampon phosphate 0,05 M - 0,l M plus de 12 mois, 
sans perte d'activité ni contamination. LOVELESS et PAINTER (78) 
sont parvenus à maintenir une souche isolée de boues activées 
pendant 18 mois et toujours active à 100 % ,  moyennant de 
nombreuses cultures parallèles de vérification, dont beaucoup ont 
échoué. Ils suggèrent une étude plus approfondie du rôle des 
oligo-éléments sur la conservation des souches nitritantes. 
WASTON (129) propose de stocker les cultures liquides à 15OC et à 
l'obscurité et de les transférer dans les 4 ou 6 mois en milieu 
ammoniacal tamponné. Il propose également de les stocker dans 
l'azote liquide avec un refroidissement de 4OC par minute : le 
taux de survie est alors de plus de 90 %.  

Nitrobacter sp 

La conservation des bactéries nitratantes semble plus 
facile. ALEEM et ALEXANDER (4) ont conservé des extraits 
cellulaires de Nitrobacter sp à 4OC et congelés. Ils constatent 
une baisse d'activite de la nitrite-oxydase de 35 % en 2 jours. 
Sur une durée plus longue, les préparations congelées sont plus 
résistantes. RENNIE et SCHMIDT (100) ont stocké une souche de 
Nitrobacter sp, isolée du sol, en sacs de polyéthylène à 4OC 
pendant 21 jours. Ils comptent par immunofluorescence un nombre 
identique de bactéries avant et après conservation. WATSON ( 129 ) 
propose les mêmes protocoles que pour les bactéries nitritantes. 



NAVARROI BERTIN1 et FAUP (87) congélent Nitrobacter sp à 
-18OC dans une solution aqueuse de glycérol a 10 % ,  après 
concentration de la biomasse par centrifugation. Ils retrouvent 
une activité satisfaisante. Les bactéries fixées semblent 
résister à des conditions de stress important, AUDIC ( 8 )  
mentionne une activité nitratante résiduelle de 50 % en réacteur 
après 21 jours de non-alimentation. Par contre, une durée 
supérieure a 30 j entraîne une chute de l'activité qui correspond 
à une valeur inférieure à 10 % du rendement d'oxydation. Elle 
serait due à une altération des cellules. 

IV-3 Etudes en cultures mixtes 

La maiorité des résultats obtenus sont des constatations 
csnsécutives a des perturbations d'installations de traitement 
df eaux. 

DEVILLERS (33) étudiant une installation d'eau potable en 
culture fixée suggère que la suppression de l'ammoniaque entraîne 
la mort et la décomposition des bactéries dont il constituait le 
substrat ; les bactéries fixées se dispersent alors. RICHARD et 
al (101) rapportent que des arrêts inférieurs à 24 heures sont 
sans importance et sont suivis d'une reprise rapide de la 
nitrification. BELSER (Il) constate que la fluctuation des 
températures sur une installation a un effet bactéricide sur la 
flore nitrifiante, ABELIOVICH (1) étudie la nitrification dans 
des eaux très polluées. Il pose la question de la survie des 
bactéries nitrifiantes avec de fortes concentrations en 
ammoniaque, 1' absence de nitrite, nitrate et oxygène, la D.C.0. 
étant supérieure à 500 mg 0/1. La présence de substrats carbonés 
simples (acotate, pyruvate, formiate) semble aider à la 
conservation de la flore nitrifiante autotrophe. Enfin, 
HOCKENBURY (52) constate une période de latence sur la 
nitrification à la suite d'une période d'anaérobiose de courte 
durée , 

En régie générale, la conservation des bactéries 
nitrifiantes est plus facile en cultures mixtes qu'en cultures 
pures et la létalité est plus faible en cultures fixées qu'en 
boues activées. 

V - PROCEDES DE NITRIFICATION 

L ' élimination de 1 ' azote ammoniacal intervient 
généralement en traitement de finition dans un schéma d'épuration 
d'eaux résiduaires (105), couplée ou non à une dénitrification, 
Elle est souvent indispensable dans le cas de production d' eau 
potable. La+ voie biologique est intéressante car la pollution 
azotée (NH4 ,NOj ) se trouve essentiellement dans la fraction 
dissoute des eaux polluées ( 79 ) . 



V-1 Adaptation des techniques classiques à la 
nitrification 

Hormis le lagunage naturel ou aéré peu efficace (85), la 
nitrification par boues activées est le procédé classique le plus 
répandu en France. L'eau à traiter est mise en contact avec les 
boues activées nitrifiantes dans un bassin agité et aéré. Pour 
que 1 'oxydation de 1 ' ammoniaque intervienne, 1 ' âge des boues doit 
se situer entre 8 et 20 jours en fonction de la pollution 
carbonée et de la température notamment, Les charges azotées 
traitées sont assez faibles et ce principe de culture libre 
continue est fragile : flottation des boues en cas de 
dénitrification spontanée, oxygénation limitante, sensibilité aux 
variations de température (10,92,115). Une récente amélioration 
consiste à introduire des particules solides au sein de la 
culture libre (76). 

L'adaptation des lits bactériens à ruissellement et des 
disques biologiques à la nitrification est assez ancienne (127). 
Elle est toujours utilisée en France, notamment en stations 
urbaines (64). L'eau à épurer percole ou avance sur un matériau 
de garnissage qui favorise la fixation des bactéries épuratrices. 
Ces bactéries s'autosélectionnent à mesure du transit de l'eau 
dans les appareils. On forme alors un gradient vertical de 
d&pollution dans le cas du lit bactérien, un gradient horizontal 
dans le cas des biodisques. La taille et le coût des 
installations restent importants et les charges azotées 
appliquées sont limitées. 

V-2 Utilisation des procédés à bactéries fixées 

L'eau 5 traiter traverse un garnissage de matériau inerte 
ou actif (65,68), fin ou très fin, sur lequel sont piégées et 
fixées les bactéries épuratrices. Les deux principales 
technologies -avec leurs variantes- sont le lit fixé et le lit 
expansé -f luidisé ou turbulent-. Les principaux avantages de ces 
procédés sont : 

- la réduction de la taille des installations, étant 
donné la concentration de la biomasse active sur les matériaux 
supports. 

- le maintien dans les réacteurs de boues d'âge élevé, ce 
qui permet de bons rendements d'élimination de l'ammoniaque et un 
traitement de finition de la pollution carbonée résiduelle. 

- la stabilité de la flore fixée face aux perturbaticns 
éventuelles de fonctionnement -défaut d'oxygénation- pollution 
accidentelle,. . . 



Les procédés varient selon la nature et la taille du 
matériau utilisé et le type d'aération choisi : air comprimé, air 
enrichi en oxygène, oxygene ou peroxyde d'hydrogène (133). 

Les réacteurs à lit fixé présentent des risques de 
colmatage, par les boues en excès ou par le carbonate de calcium 
qui se déposent et nécessitent des lavages périodiques (92). Les 
réacteurs à lit fluidisé ou turbulent requièrent le maintien 
d'une expansion et d'une oxygènation homogènes (118). De plus, il 
est difficile de séparer les boues formées du matériau support 
(92). 

Ces technologies avancées évoluent et prennent un essor 
considérable depuis quelques années, notamment par des approches 
en stations pilotes (43,96,121,134). 

VI - LE REJET D'EFFLUENTS NITRIFIES en RIVIERE 

VI-1 Mise au point 

La présence de nitrates et ses conséquences sur la 
qualité des eaux fait l'objet de nombreuses études et 
communications et la législation dans ce domaine est très stricte 
(63,79). Les causes, les mécanismes, les caractéristiques et la 
cinétique des phénomènes et réactions liés à la présence de 
nitrates dans l'eau sont très complexes et loin d'être tous 
élucidés actuellement (63).  étude de la pollution par les 
nitrates nécessite une distinction fondamentale suivant la nature 
des eaux dans lesquelles ils se trouvent ou risquent de se 
trouver. L'approche du phénomène est différente si l'on 
s'intéresse à des eaux souterraines potables ou à potabiliser, ou 
si l'on étudie les eaux superficielles et notamment les eaux de 
rivières et de retenues d'eau. L'Industrie sucrière rejette ses 
effluents soit par épandage , soit en rivière après traitement 
(73,74). Dans un cas comme dans l'autre, les rejets peuvent être 
à l'origine de pollution azotée. Seul le deuxième cas est 
développé ci-après. 

VI-2 Effets des nitrates en rivière 

Les nitrates, forme la plus oxydée de l'azote, sont 
beaucoup moins nocifs pour le milieu naturel que l'azote 
ammoniacal qui appauvrit la rivière en oxygène et qui est toxique 
pour la faune aquatique. Par contre, en conjonction avec le 
phosphore, ils favorisent l'eutrophisation et donc une 
perturbation de l'équilibre biologique (63,104). 

On assiste alors à une synthèse chlorophylienne qui 
provoque une prolifération de phytoplancton (63,79). 



Dans certaines conditions, les nitrates peuvent être 
réduits en nitrites. 

Les nitrates peuvent provenir de sources ponctuelles 
(industries, stations urbaines) et des apports diffus d'origine 
agricole. L'effet des nitrates d'origine ponctuelle dépend de la 
saisonnalité des rejets, du flux de pollution azotée, de l'effet 
de dilution des effluents dans la rivière, de la présence ou non 
d'éléments nutritifs (azote organique, phosphore). 

L'ensemble de ces critères doit être considéré pour 
évaluer les conséquences réelles d'une source de nitrates et, si 
nécessaire, maîtriser sa production et son rejet en rivière. 

VI-3 Elimination des nitrates avant reiet 

Dans certaines situations, le rejet ponctuel de nitrates 
ne nécessite pas de traitement particulier. On assiste alors à 
une dénitrification naturelle, ou à une dilution importante des 
nitrates dans le milieu récepteur, n'entraînant pas de véritable 
enrichissement de la rivière en éléments nutritifs. Cette 
solution entraîne cependant - une fuite importante en oxygène 
stocké sous forme NO 3 

La dénitrification biologique conduit à éliminer 
véritablement l'azote nitrique en le transformant en azote gazeux 
et en récupérant ainsi une partie de l'oxygène dépensé lors de la 
nitrification (79). Ce procédé nécessite toutefois un apport de 
pollution carbonée et peut provoquer une légère fuite de carbone 
organique et éventuellement d'ammoniaque (79). De plus, la 
dénitrification tertiaire en aval nécessite un ouvrage 
indépendant, qui, quel que soit le procédé choisi, est d'un coût 
supplémentaire. Enfin, avant d'envisager un traitement de 
dénitrification, il convient de s'assurer que toute la pollution 
azotée est collectée, faute de quoi les efforts consentis 
n'auront qu'une faible efficacité au niveau de la rivière (104). 

VI1 - CONCLUSION 

Ces données bibliographiques montrent que l'étude de la 
nitrification biologique nécessite la connaissance approfondie 
des micro-organismes qui en sont responsables. Les bactéries 
nitrifiantes ont un métabolisme de type chimiolithotrophe et sont 
très sensibles aux conditions du milieu. Leurs particularités 
métaboliques et _nhysiologiques expliquent en qrande partie les 
diffficultés rencontrées lors de l'étude de ces germes et de 
l'évaluation de leur activité in vivo et in vitro 
( 2 , 3 , 2 0 , 2 1 , 2 2 , 2 3 , 3 6 , 1 0 9 , 1 1 0 , 1 1 9 ) .  



L'isolement et la culture des bactéries nitrifiantes sont 
délicats. Leur cinétique varie, selon que l'on travaille sur des 
cultures pures ou des cultures mixtes (2,77,83,109). Les méthodes 
de numération des germes sont mal adaptées à la nitrification, 
qu'elles soient directes (immunofluorescence, matières volatiles, 
comptages microscopiques) ou indirectes (M.P.N., tests d'activité 
nitrifiante par bilan azote ou consommation d'oxygène) 
(11,121546,117) La physiologie et l'écologie des bactéries 
nitrifiantes sont en fait assez mal connues et l'application de 
la nitrification au traitement des eaux reste en partie basée sur 
des observations d'ordre général, 

La nitrification est un processus en deux étapes, dont la 
nitritation est l'étape limitante (pH, transfert d'O2, 
concentration en NH tO). L'optimisation du processus biologique 4 nécessite l'équilibre des deux populations entre elles ainsi que 
l'équilibre de la flore nitrifiante et de la flore hétérotrophe. 
Aussi, le choix du procédé, quel que soit le substrat à nitrifier 
doit s'orienter vers le maintien d'une flore bactérienne 
concentrée et stable au sein du réacteur, étant donné son faible 
taux de croissance, L'essor des procédés à film fixé en 
nitrification s'explique par cette recherche de l'amélioration de 
la productivité des réacteurs, à laquelle viennent s ' ajouter des 
exigences technico-économiques, notamment sur les coûts de 
fonctionnement et d'entretien des ouvrages. 
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2ème PARTIE 

ETUDE SUR SITE IIDUSTRIBL 

1- THUMERIES - PRESEITATIOH DU SITE 

1-1 La sucrerie de THUMERIES et les eaux résiduaires 

La sucrerie de THUMERIES a une capacité de traitement de 
7000 tonnes de betteraves par jour (37). Sur une campagne moyenne 
(65-75 jours), cela représente le r e y t  quotidien de 16 tonnes de 
D.C.O. contenues dans 2500 à 3000 m dl ef fluents excédentaires. 
Les eaux résiduaires sont principalement les eaux boueuses 
provenant du lavoir, auxquelles il convient d'ajouter les jus de 
pressage d'herbes et les rejets de l'usine (purges diverses, 
lavage des sols, effluents Quentin * La sucrerie travaille 
également des sirops en intercampagne, période durant laquelle 
l'émission de pollution est limitee aux effluents peu importants 
de l'atelier de conditionnement. 

Circuit des eaux de la sucrerie 

Circuit provisoire 

L'usine dispose de 13 ha de bassins à terre qui 3e 
décomposent en deux bassins de décantation, soit 220 000 m . 
Ceux-ci reçoivent l'ensemble des effluents de la sucrerie. 

Les eaux décantées sont recyclées au cours de la campagne 
et se concentrent en pollution, essentiellement composée d'Acides 
Gras Volatils (74). 

Jusqu' en 1983, a£ in de compenser 1 ' appoint d' eau propre, 
une purge permettait d2 rejeter l'excédent d'eau vers un bassin 
d'aération de 30 000 m muni de 6 aérateurs dg surface de 20 CV, 
puis vers une lagune de stockage de 50 000 m d'où s'effectuait 
le rejet vers le milieu récepteur (Fig. 4 a ) .  

# d 

En 1983, un digesteur anaérobie est insere sur le 
reclyclage des eaux décantées dans le but de traiter les 16 
tonnes de pollution émises quotidiennement par la sucrerie 
(Fig. 4b). 

( * )  Depuis quelques années, le procédé Quentin n'est plus 
utilisé. 
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Provisoirement, les eaux mgthanisées sont réinjectées 
dans le bassin à boues et permettent une déconcentration en 
D.C.O. du circuit ainsi d'ailleurs qu'un ensemencement partiel de 
ces bassins (75) en bactéries anaérobies. 

La campagne de cristallisation des sirops, qui dure 1 
mois environ, permet de réchaufffer les eaux résiduaires stockées 
dans les bassins de décantation et d'en traiter une partie par 
méthanisation. L'effluent traité est alors retourne vers le 
bassin d'aération. 

1-2-b Projet de filière complète de traitement 
des eaux 

La recherche et la mise au point d'un procédé à cellules 
fixées de post-traitement aérobie des effluents méthanisés 
doivent permettre d'éliminer une partie du carbone organique 
résiduel et de nitrifier l'azote ammoniacal de ces eaux, Ceci 
conduira à la suppression des bassins de stockage de la sucrerie 
(Fig. 4c) et au rejet immédiat des eaux, dans le milieu naturel, 
au fil de la campagne. 

II - THUHERIES - LE DIGESTEUR ANAEROBIE 

11-1 Caractéristiques et description de l'installation 

Afin de répondre à ses besoins, la sucrerie de THUMERIES 
a instaglé en 1983 un Biofiltre afaérobie d'un volume total de 
1 400 m . Le garnissage (1 100 m ) est cqns5itué d'anneaux de 
plastique ondulé de type "flocor R" (230 m /m ) supporté par un 
caillebotis (114,125). Le digesteur qui fonctionne en flux 
descendant est conçu et dimensionné pour traiter lo3tonnes de 
D.C.O. par jour, avec un débit maximum de 150 m /h. L'eau 
résiduaire, réchauffée à 3S°C, percole à travers le garnissage et 
est épurée au contact du biofilm qui se développe sur le support 
(Fig. 5). L'effluent mgthanisé est alors renvoyé provisoirement 
dans le bassin à boues. 

Le biogaz produit, brûlé directement en chaudière, est 
réinjecté dans le circuit vapeur de l'usine. 



II-2-a ~aractéristi~ues des eaux décantées 

Les eaux se chargent assez progressivement au cours de la 
campagne, leur composition moyenne variant dans les limites 
suivantes : 

D.B.OO5 ....................... 2000-4500 mg 0/1 

D.C.O. totale ..................... 4000-7000 mg 0/1 

D.C.O. soluble .................... 3500-6500 mg 0/1 

Fraction organique principale ..... A.G.V. 

Azote Kjeldahl .................... 60-120 mg N/1 

~atières en suspension ............ 50-200 mg/l 

Calcium ....................o...... 400-800 mg Ca/l 

Sulfates .......................... < 200 mg S/1 

Chlorures ......................... 400-600 mg C1/1 

Inhibiteurs .......,.........a..... ~éant 

Les cinq campagnes de fonctionnement du digesteur ont 
fait l'objet de rapports et publications détaillées 
(30,74,75,124). Les principales performances du Biofiltre sont 
résumées dans le tableau 7 : 

TABLEAU 7 : PERFORMANCES DU BIOFILTRE ANAEROBIE 

( Temps de séjour hydraulique : 8-10 heures 1 
( Charge volumique traitée : 13 kg D C O / ~ ? ~  ) 
( Rendement sur la D.C.O. totale : 90 % 1 
( Rendement sur la D.C.O. soluble : 95 % 1 
( Biogaz - ~fficacité volumique : 5 m3/m3j 1 
( 8 CH4 du biogaz : 80-88 % 1 
( Production de vapeur : 30-50 t/j ................................................... 1 

11-3 Observations et mesures complémentaires 

Le Biofiltre ue THUMERIES a fait l'objet de quelques 
mesures afin de mieux comprendre les phénomènes observés et de 
déterminer les limites du procédé. 
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II-3-a Profils de digesteur 

Des profils réguliers ont été réalisés sur la phase 
liquide (A.G.V.) et sur les anneaux garnis prélevés à différentes 
profondeurs dans le filtre. 

Les mesures sont également réalisées après inversion du 
sens de marche de l'appareil. On constate alors une double 
répartition de la flore (Fig, 6) : 

- une flore fixée sur les anneaux de PVC, formant un 
gradient de concentration du haut vers le bas du digesteur, 

- une flore libre décantée dans le bas de l'appareil. 
Cette répartition des micro-organismes dans le filtre est 

tout à fait en accord avec les profils dlA.G.V, réalisés sur le 
digesteur. Les Acides Gras Volatils sont dégradés dans la moitié 
supérieure du fermenteur par la flore fixée, très active lorsque 
la conduite de l'appareil se fait en flux descendant. De même, 
les 24,G.V. sont entierement dégradés par la flore libre en bas de 
cuve lorsque l'appareil est conduit en flux ascendant. Cette même 
conduite entraîne un début de colonisation du matériau dans la 
partie centrale du digesteur. 

Ces observations s'expliquent par le faible taux de 
recyclage appliqué au digesteur et l'effet "piston" qui en 
résulte. De plus, une grande partie du matériau n'étant pas 
colonisée, on dispose d'une marge de sécurité importante et les 
performances du digesteur vont certainement dépasser L'objectif 
initial de 16 tonnes de D.C.O. éliminées par jour. 

II-3-b Mesures en intercampagne 

Durant les périodes d'intercampagne, le digesteur est mis 
à l'arrêt, Les supports ensemencés sont conservés in situ, 
immergés, sans précautions particulières, L'eau interstitielle 
est échantillonnée régulièrement et analysée à l'IRIS (Tab. 8). 
On constate de façon reproductible à chaque arrêt, une 
augmentation progessive et importante de l'azote total, 
exclusivement sous forme ammoniacale. Le pH est très stable 
durant ces périodes d'arrêt, On remarque également une 
augmentation du carbone minéral. Les valeurs sont identiques en 
tout point du fermenteur. 

Ce phénomène, en l'absence d'étude à caractére 
fondamental, peut être attribué à une solubilisation lente des 
matières protéiques et à une auto-digestion de bactéries, qui 
tendent vers un auto-conditionnement stable du digesteur à l'état 
de dormance, 



TABLEAU 8 : EAU DE DIGFETWR - EVOLUTION EN PNTERCMPAGNE 

( "1  Dispositif hors-gel - Pas d'échantillonnage 

(**) Le Digesteur n'a pas fonctionné en Campagne Sirop 1986 

* *  NH~* = forme exclusive du NTK 

INTERCAMPAGNE 85 
(Sirop 85 -->Betteraves 85) 

PH COT Cm NH; 

7,50 122 219 40 

7,45 89 230 63 

7,40 27 343 110 

7,40 19 345 136 

7,50 23 358 174 

7,40 33 423 236 

7,40 30 439 264 

7,'IO 23 464 279 

INTERCAMPAGNE 84-85 ( * )  
(Betteraves 84 -->Sirop 85) 

----------------------------.----------------------------,----------------------------,--------------------------- 

PH COT Cm NH; 
---------------------------..---------------------------..----------------------------,--------------------------- 

7,40 228 376 60 

7,40 30 430 275 

7,40 21 476 326 

Nombre de jours 
après arrêt --------------- 

O 

10 

2 O 

3 0 

6 O 

9 0 

120 

150 

160 

185 

200 

INTERCAMPAGNE 85-86 (**) 
(Bett. 85 -->Bett. 86) 

PH COT Cm NH~; 

7,50 210 460 5 0 

7,40 50 482 155 

7,45 49 490 205 

7,40 38 515 293 

7,40 34 544 367 

7,45 492 

7,40 640 

7,40 92 1174 705 

7,35 115 1180 667 

7,35 120 1160 705 

7,30 140 1187 785 

INTERCAMPAGNE 84 
(Sirop 84 --$Betteraves 84)  

PH C Cm * *  NH ' 
%~/l) (mg N/!U 

7,30 200 500 85 

7,40 80 610 105 

7,40 43 752 208 

7,35 44 753 326 

7,40 50 832 363 

7,40 44 839 388 

7,40 72 852 400 

7,40 70 879 405 



A la remise en service du digesteur, le phénomène 
disparaît rapidement et 1 'azote ammoniacal accumulé est lessivé, 
produisant d'ailleurs une pointe dans les rejets d'azote. Il ne 
gêne en rien le redémarrage de la méthanisation.la conservation 
de la biomasse fixée anaérobie ne pose aucun problème 
particulier. 

11-4 caractéristiques du rejet à nitrifier 

La nitrification biologique est un traitement d'eaux en 
grande partie débarrassées de leur pollution carbonée. Son bon 
déroulement dépend de la qualité de l'effluent digéré. Sa 
composition moyenne évolue d'une campagne à l'autre, mais les 
fluctuations sur une même campagne sont assez faibles. 

................................ t0 3S°C 

................................ pH 7r3 - 7r5 
........................... D.B.0.5 20 - 70 mg 0/1 

..................... D.C.O. totale 200 - 400 mg 0/1 
.................... D.C.O. soluble 80 - 250 mg 0/1 
.................... Azote Kjeldahl 50 - 120 mg ~ / 1  

Azote ammoniacal .................... 50 - 100 mg N/1 
........................ ~lcalinité 20 - 30 meq/l 

........................... Calcium 200 - 500 mg Ca/l 
............ ~atières en suspension C300 mg/l 

................... Phosphore total 4 - 8 mg ~ / 1  

Ces valeurs appellent quelques remarques : 

- Globalement, le substrat est compatible avec une flore 
nitrifiante à caractère autotrophe. Le post-traitement a pour 
double objectif de diminuer au maximum le carbone organique 
résiduel et de nitrifier les eaux. 

- La forte teneur de l'effluent en CO2 dissous et en 
calcium peut entraîner des risques d'entartrage au cours de la 
nitrification. 

- Des pertes brutales de matières en suspension dans 
l'effluent mgthanisé peuvent gêner la nitrification par 
d'asphyxie ou d'enrobage des bactéries nitrifiantes. Afin 
d'éviter ces risques, il est prévu d'insérer un décanteur 
lamellaire entre le digesteur et l'unité de nitrification. Les 
fuites en M.e.s. du digesteur se produisent surtout en phase de 
balayage du fond de cuve. 



11-5 Conclusions 

Le Biofiltre de THUMERIES apporte un perfectionnement par 
rapport aux procédés classiques (74,75). Il permet d'augmenter la 
charge volumique de façon importante et ainsi de réduire 
l'encombrement de l'installation. 

La marche en flux descendant permet une bonne 
homogénéisation du substrat due au contre-courant gaz-liquide. Le 
Biofiltre est surtout efficace dans sa partie supérieure et, dans 
les conditions d'exploitation, le volume utile de l'appareil 
n'est pas optimisé. Ces remarques ont permis d'améliorer la 
configuration du procédé pour d'autres installations et notamment 
celle du digesteur de la sucrerie dtAULNOIS-SOUS-LAON (17,Sl). Sa 
conception est mixte : il comporte en effet une partie Biofiltre 
et une zone libre à la base du filtre, permettant le 
développement d'un lit de boues et préservant également le 
fermenteur d'un éventuel colmatage dans sa partie inférieure 
(51). 

PI1 - THUMERIES - HITRIPICATION SUR PILOTES INDUSTRIELS 

111-1 présentation de 1' étude 

Les travaux réalisés à l'IRIS sur la nitrification 
et,llabandon de la technique du "lit de boues" (30,73) en raison 
de la fragilité du procédé, ont conduit à poursuivre les 
recherches vers les techniques à flore fixée plus stables. 

~'ex~érimentation de THUMERIES commence dès l'implanta- 
tion et la mise en service du digesteur anaérobie en 1983. Cette 
étude d'approche est réalisée sur 2 pilotes en collaboration avec 
2 constructeurs : DEGREMONT et l'AIR LIQUIDE. La période d'essais 
est très courte. La véritable expérimentation est réalisée en 
1984-1985 sur quatre pilotes fonctionnant en parallèle en 
collaboration avec 3 constructeurs : OTV, DEGREMONT et L'AIR 
LIQUIDE. Le quatrième pilote est inspiré de la technique ÇGN du 
biofiltre anaérobie implanté à THUMERIES. ~'ex~érimentation est 
complétée par des essais de décantation et flottation sur 
prototypes. 

L'objectif de l'étude est fixé par la composition limite 
à respecter pour l'effluent : 

D.C.O. ...................... 150 mg 0/1 

Azote ammoniacal ............ 5-10 mg N/1 

~atières en suspension ...... 30 mg/i 



III-1-a Chronologie et plan de l'étude 

L'expérience se déroule en 4 phases principales : 

lère phase : Essais de Campagne sucrière 1983 (1,5 mois) 
et de campagne sirop 1984 (1 mois). 

Cette première étape de l'étude sur le site industriel a 
pour but principal l'adaptation de procédés nouveaux et la mise 
au point de prototypes sur les plans techniques (hydraulique des 
matériaux supports, transfert d'oxygène, entartrage) et 
biologique (protocole d'ensemencement, tO, équilibre des 
effluents à nitrifier). 

2ème phase : Essais de campagne sucrière 1984 (2 mois). 

Cette phase a pour principal objectif d'ensemencer les 
réacteurs et d' acclimater les souches nitrifiantes aux effluents 
méthanisés. Il s'agit également d'adapter les matériels aux 
conditions d'exploitation et ainsi d'augmenter progressivement 
les charges appliquées en azote ammoniacal. 

3ème phase : période d'intercampagne (2,5 mois) 

La mise à l'arrêt des installations pilotes durant 
l'intercampagne doit permettre de tester la conservation de 
l'activité nitrifiante selon une technique de séchage mise au 
point à l'IRIS. 

4ème phase : Essais de campagne Sirop 1985 (2 mois) 

Cette dernière partie de l'étude sur site industriel a 
pour but de suivre la reprise de l'activité nitrifiante des 
différents supports conservés et d'évaluer le temps de retour à 
l'équilibre. Il s ' agit ensuite de déterminer les limites 
biologiques des appareils et d'optimiser les différents 
parametres de fonctionnement, afin de dimensionner une unité 
industrielle de post-traitement répondant aux contraintes du 
rejet direct. 

III-1-b Mise en oeuvre de l'expérimentation 

Les essais sont réalisés à proximité du digesteur, 
l'ensemble des installations pilotes &tant regroupé dans un hall 
d'essais couvert, monté pour l'occasion. L'ensemble des 
équipements reste sur place durant l'intercampagne. 
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FIGURE 7 : SCHEMAS DES PILOTES 



Une ga r t i e  de l ' e f f l u e n t  t r a i t é  p a r  l e  d i g e s t e u r  
a n a é r o b i e  (2m /h - 3S°C) es t  d é v i é e  v e r s  un d é c a n t e u r  l a m e l l a i r e  
t y p e  SERPAC a f i n  de  p i é g e r  l e s  e x c é d e n t s  d e  boues r e l a r g é s  p a r  l e  
f e r m e n t e u r .  L ' e f f l u e n t  d é c a n t é  a l i m e n t e  a l o r s  l e s  q u a t r e  p i l o t e s  
p a r  une cuve  tampon s u r  l a q u e l l e  on r e c i r c u l e  e n  permanence a f i n  
d e  m a i n t e n i r  une t e m p é r a t u r e  de  25-30°C à l ' e n t r é e  d e s  d i f f é r e n t s  
r é a c t e u r s .  Chaque a p p a r e i l  es t  é q u i p é  d ' u n  c o m p t e u r - t o t a l i s e u r  
p e r m e t t a n t  de c o n t r o l e r  l e  volume d ' e a u  p a s s é  q u o t i d i e n n e m e n t ,  
Les  e f f l u e n t s  n i t r i f i é s  s o n t  c o l l e c t é s  e t  renvoyés  avec  les  
re je ts  de l a  s u c r e r i e .  ~ndépendamment ,  un f l o t t a t e u r  SGN e s t  
tes té  a f i n  de mesure r  l ' e f f i c a c i t é  de  cet  a p p a r e i l  s u r  l ' e f f l u e n t  
mgthan i sé  p a r  r a p p o r t  au d é c a n t e u r  l a m e l l a i r e ,  Les  r é s u l t a t s  s o n t  
d é c e v a n t s  e t  n e  s e r o n t  p a s  commentés dans  ce q u i  s u i t ,  

111-2 p r é s e n t a t i o n  d e s  a m a r e i l s  

Le d é c a n t e u r  l a m e l l y r e  e s t  un SERPAC 4/10 m3 d e  c e l l u l e s  
o r i e n t é e s ,  é q u i v a l e n t  à 4  m de  s u r f a c e  p r o j e t é e  de d é c a n t a t i o n .  
On f a v o r i s e  l a  f l o c u l a t i o n  d e s  boues  p a r  r e c y c l a g e  d '  une p a r t i e  
d ' e n t r e  e l l e s  e t  p a r  i n j e c t i o n  de  peroxyde d 'hydrogène  dans  l a  
chambre de r é a c t i o n .  

Q u a t r e  p r o c é d é s  d i f f é r e n t s  d e  n i t r i f i c a t i o n  s o n t  testés 
e n  p a r a l l è l e ,  u t i l i s a n t  t o u s  d e s  bactéries f i x é e s .  Les  
p r i n c i p a l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  des p i l o t e s  s o n t  r e g r o u p é e s  dans  l e  
t a b l e a u  9  e t  r e p r é s e n t é e s  s u r  l a  f i g u r e  7. 

TABLEAU 9 : CARACTERISTIQUES TECHNIQUES DES PILOTES 

D--P-----O------O--__----------------------------------------------------- 

OTV : FLOCOR R : DEGREMONT :L'AIR LIQUIDE ) 
q-pi-o--.oi--------------.---------------.--------------.-------------- 1 
procédé  : F i l t r e  

Suppor t  : S c h i s t e  expansé  : 
: ~ i o d a ~ è n e  

: 91 3-6  mm 

~ é r a t i o n :  A i r  comprimé : 

F l u x  : d e s c e n d a n t  

F i l t r e  

Anneaux ondu- : 
l é s  PVC 
F l o c o r  R 
S  = 250 m2/m3 : 

oxygène p u r  : 

d e s c e n d a n t  

lit t u r b u l e n t :  lit f l u i d i s é  ) 
1 

Pierre ponce : s a b l e  t a m i s é  ) 
broyée  1 

1 
Q 200-3001i.m : $ 200-2501ii.n ) 

1 
A i r  comprimé : oxygène p u r  ) 

1 
a s c e n d a n t  : a s c e n d a n t  ............................. 1 

1 
a r t i c u -  : procédé  au  : l è re  e x p é r i -  : Mise au p o i n t :  p r o c é d é  p e r -  1 
a r i t é s  : p o i n t  ( B i o c a r -  : m e n t a t i o n  e n  : du p rocédé  : f o r m a n t  e n  ) 

: bone)  é p r o u v é  : t r a i t e m e n t  : s u r  l e  s i t e  : p o l l u t i o n  1 
: s u r  p o l l u t i o n s  : a é r o b i e .  : e n  Campagnes : c a r b o n é e  e t  ) 
: carbonée  e t  :  réd dissolution: b e t t e r a v e  : t e s t é  pour l a )  
: a z o t é e  ( 6 4 )  : de l ' o x y g è n e  : 1983 e t  s i r o p :  première f o i s )  

: s o u s - p r e s s i o n , :  1984 : e n  n i t r i f i c a - )  
: Lavages périe- : r e c y c l a g e  : D i s p o s i t i f  de:  t i o n  à 3 
: d i q u e s  néces -  : n é c e s s a i r e  : d é c a n t a t i o n  : THUMERIES e n  ) 
: s a i r e s  : i n t e r n e  é v i -  : 1983.  1 

: t a n t  les : ~ é g u l a t i o n  ) 
: f u i t e s  de : e n t i è r e m e n t  ) 
: p i e r r e  ponce : a u t o m a t i s é e  ) 

: O 2 , t 0 ,  1 
: d e b i t s ) .  1 ........................................................................ 



111-3 Analvses et contrôles 

Le suivi du décanteur lamellaire et des pilotes est 
réalisé en partie sur le site grâce à l'implantation d'un 
laboratoire de terrain, qui permet de réagir instantanément sur 
les appareils. Les analyses et observations complémentaires ainsi 
que l'exploitation des résultats sont réalisées à l'IRIS. 

Les méthodes analytiques couramment utilisées sont 
décrites en Annexe 1. 

III-3-a Analyses et contrôles systématiques 

Le décanteur lamellaire fait l'objet d'analyses 
quotidiennes entrée-sortie de la D.C.O., du Carbone Organique 
Total et du carbone minéral sur échantillons homogénéisés et 
centrifugés, des ~atières en suspension et des ~atières volatiles 
en suspension. On mesure également les purges de boues. 

Le suivi biologique des pilotes consiste principalemnt à 
analyser quotidiennement ou après chaque intervention l$s 
composés $zotés du milieu, avant et après nitrification : NH4 . 
NO2 NO3 . 

On mesure également sur l'affluent décanté et sur les 
effluents traités : pH, D.C.O., Carbone Organique, Carbone 
minéral, ~atières en suspension, ~atières volatiles en 
suspension, T.A.C. et calcium. 

Ces analyses sont accompagnées de relevés réguliers de 
points de consigne et d'enregistrements continus : température 
dans les réacteurs, débits d' alimentation en eau-air-oxygène, 
débits de recirculation. . 

On étalonne régulièrement les débitmètres, pH mètres et 
oxymètres. 

III-3-b Mesures non systématiques 

Quelques analyses complémentaires (D.B.O. , Azote 
Kjeldahl, A.G.V. résiduels, Phosphore) sont réalisées 'ainsi que 
des profils de réacteurs. On mesure également les quantités de 
matières fixées sur les supports, ceci étant accompagné 
d'observations en microscopies optique et électronique à 
balayage. 



1 1 1 - 4  s y n t h è s e  e t  e x p l o i t a t i o n  des r é s u l t a t s  

I I I - 4 - a  Ensemencement e t  démarrage  d e s  p i l o t e s  

Chaque a p p a r e i l  a  un p r o t o c o l e  d e  démarrage d i f f é r e n t ,  
résumé dans  l e  t a b l e a u  10.  La t e m p é r a t u r e  d e s  r é a c t e u r s  es t  
main tenue  e n t r e  15-20°C (OTV, FLOCOR) e t  20-2S°C (DEGREMONT, 
L ' A I R  LIQUIDE). Les r é s u l t a t s  de c e t t e  p h a s e  n e  p e r m e t t e n t  p a s  de 
comparer  l e s  p rocédés  é t a n t  donné l a  d i v e r s i t é  d e s  inoculums,  d e s  
s u b s t r a t s  e t  d e s  paramètres de lancement .  

TABLEAU 1 0  : DEMARRAGE DES REACTEURS 

......................................................................... 
: BIOFILTRE : BIOFILTRE : L I T  LIT ! 

AERE OXYGENE : TURBULENT FLUIDISE 1 .---------------.---------------.---------------.--------------- 1 

o u r c e  de : S u p p o r t   ré- 
' inoculum: ensemencé s u r  

: e f f l u e n t  
: u r b a i n  

r o t o c o l e  : Simple  a c c l i -  
'ensemen-: m a t a t i o n .  
ement : Mise e n  

: c i r c u i t  fermé 
: s u r  e f f l u e n t  
: de d i g e s t e u r  

* 
emarrage  : 
e l a  n i -  : 2 4  h 
i f i c a t i o n :  

'emps de : - 
o l o n i s a -  : 
i o n  

: Boues s t a t i o n  : Boues s t a t i o n  : Boues h é t é r o -  ) 
: ~ i t - D é n i t  de : de n i t r i f i c a -  : t r o p h e s  de 1 
: l a  s u c r e r i e  de: t i o n  d e  : l a i t e r i e  con- ) 
: BUCY : COLOMBES : gelées 1 

1 
: Ensemencement : Ensemencement : . Phase  h é t é -  ) 
: m a s s i f .  M i s e  : mass i f  e n  deux: r o t r o p h e  s u r  1 
: e n  r e c y c l a g e  : temps. : s u b s t r a t  o r g a - )  
: s u r  e f f l u e n t  : A l i m e n t a t i o n  : n i q u e  ( l a i t ,  ) 
: de d i g e s t e u r  : e n  s u b s t r a t  : sels m i n é r a u x , )  
: e n r i c h i  e n  : m i n é r a l  syn-  : AGV) .  1 
: b i c a r b o n a t e  : t h é t i q u e  : . Phase  a u t o -  ) 
: d'ammonium : t r o p h e  pro-  ) 

: g r e s s i v e  s u r  
: s u b s t r a t  m i x t e )  
: p u i s  m i n é r a l  ) 

1 
1 

10 j 5 j 1s j 1 
1 

: p i é g e a g e  r a p i - :  20 j : Assez l e n t  
: de de  l a  b io -  : 
: masse - 5 j : 
: C o l o n i s a t i o n  : 1 
: e f f e c t i v e  e n  : 
: 2 m o i s  

, - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

(si&; 



On peut cependant remarquer que : 

- L ' ensemencement réalisé à partir de boues nitrifiantes 
actives est plus rapide et plus efficace que les ensemencements 
massifs en boues mixtes à dominante hétérotrophe. Ces dernières 
nécessitent un temps assez long d'acclimatation pour rendre 
majoritaire la faible partie de bactéries nitrifiantes qu'elles 
contiennent au départ. 

- La colonisation effective des matériaux est liée à leur 
nature (porosité, taille) et conditionne l'efficacité des 
réacteurs. Les supports poreux sont mieux adaptés à la rétention 
et à l'accrochage stable des bactéries nitrifiantes et des flocs 
bactériens. 

- Dans la période initiale, la montée en charge est 
surtout contrôlée par la fixation des bactéries. Le développement 
assez lent du biofilm nitrifiant rend cette phase 
particulièrement importante, Le démarrage n'est pas forcément 
plus rapide que dans un système classique type boues activées 
(35), mais les fuites en micro-organismes sont moindres, 

III-4-b Performances 

III-4-b-1 Le décanteur lamellaire ....................... 

Au cours des essais, le décanteur lamellaire permet une 
rétention moyenne de 63 % des M.e.s. et 47 % des M.v.s, contenues 
dans l'effluent de digesteur. 

Les teneurs moyennes de l'eau décantée sont de 260 mg 
M.e.s./l dont 140 mg M.v.s,/l. 

La rétention correspondante en D.C.O. est de 30 % et 
l'abattement en Azote organique est de l'ordre de 15 %. 
L'utilisation du peroxyde d'hydrogène 2 8 à raison de 1 litre 
pour 1000 litres d'eau a pour but d'oxyder les bactéries 
anaérobies et de bloguer la production de méthane. On alourdit 
ainsi les flocs bacteriens, ce qui permet leur décantation. Le 
traitement est satisfaisant et s'accompagne d'une recirculation 
d'une partie des boues décantées dont le débit est optimisé au 
cinquieme du débit d'alimentation de la cellule. 

Il est à signaler qu'au cours de cette décantation, la 
température de l'effluent de digesteur passe de 35OC à 30°C en 
moyenne. Cet effet secondaire est bénéfique pour la nitrification 
qui suit puisque sa température optimale est de 25-28OC. 



TABLEAU 11 o SYNTHESE DES RESULTATS SUR PILOTES 

Après décaiitaticn 

TYPE DE 
REACTEUR -------------------.- 

~ O E S o T a m  
HM)RWLSQüS 

?laiteid <k, 1'- 

R"d"me"t Ml,, 

(babaticn 

cl=s vollmurg 
aaitée (kg N/m .ji 

W .  
M a x .  - 

Rai-t & c&xlm 

9 e a E  
Ruuhrmit LUI 

M) rejet (ng 0/1) 
ptebilite à gj;e (6) 

Bdrtrtrag 

Après nitriffcaticn ---- 

Effet péricde 
d'amxie 

z<iI 1 dentarmage 1 FtF--l 
pertielle néceaeaire ---- ------- - --- 

Bmm m 

1 à 1,5 beures 

> 95 % 

la, Z w3- 

1 ,'i 
1.7 

53 Z (*) 

142 

Oxygène lunitant 
Retair mpi& à 
l'équiiiire 

délicat 

m m  lxYma 

6à7heures 

Irrégulier 

0 ,3  
0,4 

51 5 

1 9  

-- 
Pas 

Lrr'lmmlmr 
--. 

283heures 

95 X 

0,8 
1 ,O - 

51 Z 
176 

Lrr FUmISE 

> 2  hRnes 

70 X instahie 

4 0 % ~ ) -  
00 % $- 

0.5 
0,7 -- 

40 % 

28 

Risque 



III-4-b-2 Les pilotes de nitrification ............................ 
Une fois l'ensemencement en bactéries nitrifiantes 

établi, chaque appareil est alimenté en effluent méthanisé et 
décanté. Les pilotes fonctionnent alors dans les memes 
conditions, à l'exception du Biocarbone qui est précédé d'une 
décarbonatation rendue indispensable en cours d' expérimentation. 
Les résultats consignés dans le tableau 11 sont ceux dégagés sur 
l'ensemble des deux campagnes d'essais de cinquante jours 
chacune. Il faut signaler que l'AIR LIQUIDE a testé un nouveau 
matériau support en deuxième campagne : sable f3 250 Pm. 

Les principaux enseignements à retenir de ces deux 
campagnes d'essais sont les suivants : 

- La faisabilité biologique et technoloyique du 
post-traitement des eaux de sucrerie préalablement methanisées 
est maintenant bien établie.  élimination de 1 ' azote ammoniacal 
peut se faire avec un rendement grenviron 95 %, à une charge 
volumique d'environ 1,s kg N-NH /m . j , ce qui correspond à 1-1,5 
heure de temps de séjour hydraufique. Le post-traitement aérobie 
permet une elimination simultanée de la D.B.0.5 résiduelle et 
d'environ 50 % de la D.C.O. soluble. 

- Les performances diffèrent d'un procédé à l'autre. Ces 
essais font ressortir l'importance du choix d'une technique et de 
ses principaux paramètres de fonctionnement. 

- La nitrification est un phénomène lent et la fixation 
des populations nitrifiantes sur des supports inertes est une 
solution intéressante pour pallier les limitations biologiques 
des bactéries. L'avantage est donné aux matériaux poreux qui 
assurent une fixation stable ; la rétention des micro-organismes 
y est efficace et persiste en cas d'à-coups de charge polluante. 

- Les procédés d'oxygénation au gaz pur se révélent peu 
performants. Les charges azotées traitées restant en deça des 
estimations de laboratoire. La prédissolution de l'oxygène semble 
favoriser la rétention de composés volatils dont les conséquences 
sur le pH entraînent une inhibition partielle de la nitratation. 
Leur régulation permet cependant de surmonter un excès de 
pollution organique temporaire alors que les procédés à ~éaction 
simple sont limités par une capacité d'oxygénation plus faible. 
De plus, les procédés utilisant l'oxygène pur prédissous ne 

pas de risque de précipitation de carbonate de 
calcium, les systèmes étant biphasiques. 

- Les procédés en milieu triphasique sont très sensibles 
à l'entartrage. Les bicarbonates présents en quantité importante 
dans l'effluent méthanisé ont en fait un double effet sur ces 
procédés : ils procurent à l'eau un fort pouvoir tampon ce qui 
limite les chutes importantes de pH et de T.A.C. dues à la 
réaction de nitrification. Le deuxième effet est provoqué par 
l'aération de l'eau, qui entraîne un départ de gaz carbonique et 
une précipitation de carbonate de calcium, Ces dépôts calciques 
se produisent en fine pellicule sur les parois des réacteurs, et 
tous les points sensibles du dispositif. Ils enrobent 



progressivement les supports ensemencés et peuvent diminuer 
l'activité biologique en réduisant le nombre de sites actifs. La 
précipitation du carbonate de calcium peut aboutir à un colmatage 
partiel du matériau, avec formation d' agglomérats (lit 
turbulent), ou une prise en masse incompatible avec le procédé 
Biocarbone (schiste), La décarbonatation à la chaux avant 
nitrification est efficace, mais difficile à conduire. En effet, 
la réaction de nitrification nécessite elle-même de l'alcalinité 
(2 équivalents bicarbonates par équivalent ammonium) et la 
décarbonatation préalable de l'eau ne doit être que partielle. 

Les matériaux colonisés ont fait l'objet de nombreuses 
observations microscopiques. Quelques photos sont regroupées en 
Annexe 5. 

III-4-c Conservation des supports ensemencés 
en intercampagne 

Durant l'intervalle de 2 mois et demi séparant les deux 
campagnes d'essais, le digesteur anaérobie et les pilotes de 
nitrification sont mis à l'arrêt. Il convient de conserver la 
flore nitrifiante dans de bonnes conditions permettant le 
maintien et la reprise rapide de son activité oxydante. La 
technique de conservation choisie est 1 ' égouttage et 
l'assèchement rapide des supports in situ afin de mettre les 
bactéries actives dans un état dormant permettant leur stockage à 
l'air libre. La biomasse est réactivée par réhydratation avec de 
l'effluent de digesteur quelques jours avant la reprise de 
campagne. 

La phase d'égouttage et d'asséchement des matériaux doit 
être rapide, afin d'éviter la formation de zones locales 
d'anoxie. Cette opération est facile sur les matériaux grossiers 
(schiste, Flocor). Elle est plus délicate sur les matériaux fins 
(pierre-ponce, sable) dont les espaces intergranulaires sont 
réduits. 

La réactivation rapide des souches conservées dépend 
essentiellement de la température de reprise, défavorable si elle 
est inférieure à 20°C, ainsi que des caractéristiques du milieu 
de réhydratation, qui doit être le plus minéral possible. 

Malheureusement, les conditions expérimentales ont été 
très sévères à THUMERIES durant la période d'arrêt (~ébut 1985) . 
Le froid a ~erturbé le bon déroulement de la phase d'assèchement 
des matériaux, provoquant une prise en masse de la pierre-ponce 
et un détachement partiel des boues fixées sur le Flocor. 

 étude complète de la conservation des bactéries 
nitrifiantes fixées en intercampagne est reprise au laboratoire, 



Les essais de nitrification réalisés à THUMERIES ont 
permis d' atteindre des performances intéressantes. Deux procédés 
ont été retenus pour la phase ultime de réalisation 
industrielle : le filtre Biocarbone dtOTV et le lit turbulent sur 
pierre-ponce de DEGREMONT. 

Les résultats obtenus sur pilotes constituent le 
principal critère de dimensionnement d'une installation. Il faut 
souligner que la durée assez courte de l'expérimentation sur le 
site industriel n'a pas permis d'atteindre les limites 
biologiques du lit turbulent. Le filtre Biocarbone bénéficiait 
d'un pre-ensemencement et ceci a permis d'obtenir plus rapidement 
la charge maximale admissible par cet appareil. 

Les deux procédés nécessitent l'ajustement de paramètres 
peu ou pas étudiés durant 1 'expérimentation de THUMERIES ; 
l'optimisation du rapport air/eau reste à affiner. L'entartrage 
et notamment l'évolution à long terme des matériaux poreux 
demande un travail complémentaire. Une étude complète de 
laboratoire concernant la conservation et la reprise d'activité 
de la flore fixée s'avère indispensable, étant donné le peu 
d'informations recueillies sur le site industriel à ce sujet. 

Enfin, le choix du procédé est lié au contexte 
particulier de la sucrerie : 

- ses objectifs orientés vers une optimisation de la 
productivité de l'unité de nitrification, 

- ses contraintes, dépendantes des normes de rejet 
susceptibles d'être imposées par l'Agence de l'Eau, 

- le coût et l'entretien de l'installation. 



3ème PARTIE 

ETUDES COMPLEHENTAIRES DE LABORATOIRE 

INTRODUCTION 

Les études de laboratoire sont conduites avec un souci 
permanent d'application industrielle, orientées à la fois vers 
l'optimisation du processus de nitrification et vers la mise au 
point d'un ~rocédé fiable et pratique de conservation des 
bactéries nitrifiantes. Les expérierrces s'inspirent directement 
des expérimentations pilotes faites sur le site de THUMERIES et 
de leurs résultats. Elles sont généralement indépendantes les 
unes des autres et sont donc présentées séparément. 

I 

A - ETUDE DE QUELQUES PARMETRES SPECIFIQUES A LA 
NITRIFICATION DES EFFLUENTS DE SUCRERIE HETHANISES . 

I - PRESENTATION DES EXPERIENCES 

Dispositifs expérimentaux 

Par mesure de simplification, les schémas des différents 
pilotes de laboratoire utilisés sont regroupés et numérotés en 
Annexe 4. Chaque expérience a son protocole spécifique, les 
conditions de travail restant constantes; température (19-22OC), 
matériaux supports (schiste expansé, pierre ponce), inoculums de 
départ. 

~éacteurs de type "lit turbulent" 

Les réacteurs sont constitués de colonnes de verre munies 
de séparateurs internes permettant une décantation et un 
recyclage du support fluidisé. Ce support est constitué de pierre 
ponce finement broyée et tamisée !d 200-300 u m ,  occupant 25 % du 
volume utile des réacteurs à l'arrêt. 

L'air injecté a la double fonction d'oxygéner le milieu 
et de fluidiser le support. Le rapport air/eau est toujours fixé 
de manière à éviter toute limitation en oxygène. 



1-1-b Réacteurs de type "Biofiltre" 

Les réacteurs sont constitués de simples colonnes de 
verre d'un volume utile de 700 ml, garnies de 500 ml de schiste 
expansé type ~ioda~ène. L'alimentation est réalisée en flux 
descendant a contre-courant de 1 ' aération. Le lavage du matériau 
est réalisé périodiquement par simple vidange du réacteur et 
rinçage du matériau support. 

1-2 Substrats 

Le substrat de base est constitué d'effluent de digesteur 
de THUMERIES prélevé pendant les périodes de fonctionnement et 
stabilisé à 4OC. On utilise également de l'eau méthanisée stockée 
dans le digesteur durant l'intercampagne; les caractéristiques de 
ce substrat évoluent au cours du stockage (Tab. 8). 

Quel que soit le milieu choisi, on essaie pour toutes les 
études d'alimenter les réacteurs avec une eau ayant des 
caractéristiques constantes et reproductibles, soit par dilution, 
soit par complémentation en éléments nutritifs. La composition 
moyenne du substrat est la suivante : 

. ......... Azote ammoniacal 100 250 mg ~ / 1  

1-3 contrôles 

La nitrification est contrôlée essentiellement par 
dosages chimiques des diifgrente-s formes - de l'azote avant et 
après nitrification (NH , NOÎ , NO3 ) .  On suit également 
l'évolution du carbone 6organique et minéral), ainsi que les 
principaux paramètres liés à la nitrification (calcium, pH,..,). 

L'ensemble des méthodes analytiques utilisées est 
regroupé en Annexe 1. 



Les résultats exprimés en charge sont systématiquement 
corrigés des variations imputables aux prélèvements de matériau 
pour effectuer des tests d'activité en Batch, Ces tests 
d'activité sont décrits en Annexe 2. 

II - IBFEUENCE DE EmEQUILIBRE CALCO-CARBONIQUE DU 
MILIEU 

11-1 Introduction 

Les bactéries nitrifiantes consomment du T.A.C., que l'on 
trouve en excès sous forme de bicarbonates dans les effluents de 
sucrerie méthanisés.  aération intense du milieu a plusieurs 
effets simultanés sur le carbone minéral, qui se transforme : 

- par assimilation, sous forme de CO2 dissous pour la 
synthèse des bactéries nitrifiantes : 

- par neutralisation des protons produits pendant la 
nitrification, 

- - par stripping, en gaz carbonique, entraîné par l'air en 
exces, 

- par précipitation, en CaCOj. 
 excès se retrouve sous forme dissoute dans l'effluent 

nitrifié, La constatation de ces instables sur pilotes 
industriels conduit à l'étude au laboratoire de deux facteurs de 
correction sur l'équilibre calco-carbonique : 

- une décarbonatation partielle préalable de l'affluent 
afin d'éviter un entartrage des réacteurs et des supports, 

- un dopage de l'air en CO2 afin de pallier une 
éventuelle carence en carbone minéral disponible, surtout en 
phase de démarrage d'un réacteur en circuit fermé. 

11-2 ~écarbonatation de 1 ' af fluent 

II-2-a But - 

L'effluent de digesteur de THUMERIES est décarbonaté - 
partiellement à différentes doses de chaux, de manière a 
constituer une gamme de T.A.C, Le but de l'expérience est de 
déterminer le meilleur rapport T.A.C./Azote pour la nitrification 
en milieu aéré. 



NITRIFICATION SUR PIERRE PONCE 
R=TAC/N("f/my NI 

FIGURE 8 : INFLUENCE DU T.A.C. (R=T.A.C./AZOTE) SUR WL 
CHARGE AZOTEE TRAITEE 



 expérience est  réalisée e n  r é a c t e u r s  à lit t u r b u l e n t  
t y p e  1 (Annexe 4 )  s u r  s u p p o r t  p i e r r e  ponce ,  l ' i n o c u l u m  d e  d é p a r t  
é t a n t  c o n s t i t u é  d e  boues  n i t r i f i a n t e s  a c t i v e s  p r o v e n a n t  d ' u n  
l a v a g e  de  f i l t r e  a é r o b i e .  La consommation t h é o r i q u e  de  T.A.C. 
pour  l a  n i t r i f i c a t i o n  es t  de  0,7Of p a r  mg d ' a z o t e  oxydé. 

T r o i s  n i v e a u x  de  d é c a r b o n a t a t i o n  s o n t  é t u d i é s  dans  les 
m ê m e s  c o n d i t i o n s  e t  comparés à un t émoin  non d é c a r b o n a t é .  Les 
pe r fo rmances  du p i l o t e  e n  lit t u r b u l e n t  tes té  à THUMERIES s o n t  
ci tées e n  r é f é r e n c e .  Les  r é s u l t a t s  s o n t  r e g r o u p é s  dans  l e  t a b l e a u  
12 e t  s u r  l a  f i g u r e  8. 

TABLEAU 12 : INFLUENCE DU T.A.C. SUR LA NITRIFICATION 

C o n d i t i o n s  L A B O R A T O I R E  : PILOTE ) -_---_--i--i---i---.--i----------i----------------------. .THUMERIES) 
DECARBONATATION : ~ é m o i n  : 1 

) 
: T . A , c , / N  ( ~ f / m g ~ ) :  0 , 7 5  : 0 ,90  : 1,2 : 2 ,o  : 3 , 5  1 

: N i t r l f  i c a t i o n  ) 
) 

: Temps d e  l a t e n c e  : 5 j o u r s  : 4 j o u r s  : 3 j o u r s  : 3 j o u r s  : 1 j o u r  ) 

: ~ e b u t  f i x a t i o n  1 
: b a c t é r i e n n e  : 7 j o u r s  : 5 j o u r s  : 3 j o u r s  : 3 j o u r s  : 1 

1 
: Charge a z o t e e  
1 t r a i t é e  max, 1 
: ( k g  ~ [ m ' . j )  1 

a  30 j ,  o 0,14 o 0 , 4 1  : 0 ,53  : 0 ,83  : G,98 1 
à 60 j .  : 0 ,15  : 0,40 : 0 ,52  : 0,59 : 0 , 7 0 ( * ) )  
%  NO^- : 5 0 %  : 6 0 %  : 9 5 %  : 9 9 %  : 9 9 %  ) 

1 
: E n t a r t r a g e  1 

i 1 
: Calcium f i x é  s u r  : 1 
: p i e r r e  ponce 

à 30 j o u r s  : Nul : Nul : 0,05 g%g: 3  g%g : 1 3  g%g j 
à 60 j o u r s  : Nul : Nul : 0,06 g%g: 12  g%g :13 ,5  g%g ) 

: T.A.C. e f f l u e n t  : O . O : T r a c e s  : F u i t e  p e r : F u i t e  p e r )  
: manente : manente ) 

1 ..................................................................... 
( * )  à 45 j o u r s  

p a r a l l è l e m e n t  à ces e s s a i s ,  on é v a l u e  l a  consommation d e  
T.A,C. due  à l a  s i m p l e  a é r a t i o n  du m i l i e u  e t  au déplacement  d e  
l ' é q u i l i b r e  c a l c o - c a r b o n i q u e  q u ' e l l e  e n t r a T n e .  L ' e x p é r i e n c e  e s t  
r é a l i s é e  s u r  un r é a c t e u r  g a r n i ,  non ensemencé,  s u r  l e q u e l  on 
a p p l i q u e  l a  m ê m e  c h a r g e  a z o t é e  que l es  s u r  l e s  a p p a r e i l s  
ensemencés.  



La consommation de T.A.C. est  a l o r s  de 0 , 2  Of p a r  mg 
d ' a z o t e  oxydé t h é o r i q u e .  

I I -2-c  Commentaires 

Sans  d é c a r b o n a t a t i o n  p r é a l a b l e ,  1 ' o x y d a t i o n  de  1 ' a z o t e  
démarre  r ap idement  e t  l a  c h a r g e  a z o t é e  t ra i tée  es t  s a t i s f a i s a n t e .  
Cependant ,  on a s s i s t e  à un e n t a r t r a g e  p r o g r e s s i f  du m a t é r i a u  
poreux  q u i  a l t è r e  q u e l q u e  peu les r é s u l t a t s  s u r  l a  d u r é e  de  
1 ' e x p é r i e n c e .  Les  pe r fo rmances  s o n t  n e t t e m e n t  d iminuées  à 60 
j o u r s .  

L a  p e l l i c u l e  d e  C a C O j  e n  f o r m a t i o n  encombre les  si tes 
d '  a c c r o c h a g e  des micro-organismes e t  donc d iminue 1 ' a c t i v i t é  
b i o l o g i q u e  du r é a c t e u r .  

La d é c a r b o n a t a t i o n  pe rmet  d ' é v i t e r  l ' e n r o b a g e  de  l a  
p i e r r e  ponce ,  m a i s  l i m i t e  a lors  l a  n i t r i f i c a t i o n ,  q u i  es t  s t a b l e  
mais  peu i m p o r t a n t e .  L a  p r é c i p i t a t i o n  ou l a  t r a n s f o r m a t i o n  
d ' é l é m e n t s  n u t r i t i f s  p e u t  e n t r a î n e r  une c a r e n c e ,  

Le T.A.C.est d a n s  ce cas l e  p r i n c i p a l  f a c t e u r  l i m i t a n t  de  
l a  n i t r i f i c a t i o n .  En e f f e t ,  leq r é a c t e u r s  t r a i t a n t  r e s p e c t i v e m e n t  
0 ,15  e t  0 ,40  kg d ' a z o t e  p a r  m e t  p a r  j o u r  p l a c é s  dans  l e s  m ê m e s  
c o n d i t i o n s  que l e  témoin  a t t e i g n e n t  r a p i d e m e n t  l a  m g m e  c h a r g e  
t ra i tée .  

I l  p a r a î t  a s s e z  d i f f i c i l e  d ' a p p l i q u e r  une d é c a r b o n a t a t i o n  
p r é a l a b l e  d e s  e f f l u e n t s  m g t h a n i s é s  a v a n t  n i t r i f i c a t i o n  à 
l ' é c h e l l e  i n d u s t r i e l l e .  L a  c o n d u i t e  de  ce t te  d é c a r b o n a t a t i o n  
n é c e s s i t e r a i t  une r é g u l a t i o n  permanente  e t  a b o u t i r a i t  q u o i  q u ' i l  
e n  s o i t  à d e s  pe r fo rmances  b i o l o g i q u e s  i n f é r i e u r e s  au témoin  non 
d é c a r b o n a t é .  La r é a c t i o n  d e  n i t r i f i c a t i o n  e t  les phénomènes 
d ' e n t a r t r a g e  n e  p e u v e n t  ê t r e  d i s s o c i é s .  I l  c o n v i e n t  p l u s  
r a i s o n n a b l e m e n t  de s ' o r i e n t e r  v e r s  un d é t a r t ~ a g e  p é r i o d i q u e  du 
s u p p o r t  à 1 ' a c i d e  d i l u é ,  t r a i t e m e n t  à c a r a c t e r e  e s s e n t i e l l e m e n t  
p r é v e n t i f ,  s u r  l e q u e l  nous possédons  e n c o r e  peu d ' i n f o r m a t i o n s .  

11-3 Dopage e n  CO2 

I I -3 -a  - But 

I l  f a u t  t o u t  d ' a b o r d  r a p p e l e r  que  les é c h e c s  e n  c u l t u r e s  
p u r e s  n i t r i f i a n t e s  e n  c o n d i t i o n s  s t r i c t e m e n t  a u t o t r o p h e s  peuven t  
s ' e x p l i q u e r  p a r  l a  c a r e n c e  e n  CO d i s p o n i b l e  dans  les  m i l i e u x  d e  
c r o i s s a n c e  ( 8 9 ) .  2 

L o r s  d ' u n  ensemencement ou d ' u n  démarrage de  r é a c t e u r  
n i t r i f i a n t ,  l e  m i l i e u  s '  é p u i s e  r ap idement  e n  b i c a r b o n a t e s ,  
consommés e n  p a r t i e  p a r  les  b a c t é r i e s  n i t r i f i a n t e s  e t  dégagés 
s o u s  forme de CO2. 
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FIGURE 9 : INTBRBT DU CO2 SUR UN DEIWRAGGE DE NITRIFICATION 

TABLEAU 13 

1 1 TEMOIN 1 AIR + CO, 

l Calc ium f i x é  
( g Cazg . ponce ) l 

NO; - 
(mg N/1) e t  ( %  Nox)  

5 j 

60 j 

160 j ----------------- ----.- 
ACTIVITE NITRIFIANTE 
(mg No,/g. ponce j ) 

5 j 

60 j 

160 j 

3 ,4  ( 3  % )  

O 'I 

11,O ( 5  % )  - ---- - 

12 

190 

175 --------------------..---------------..--------------. 

90 ( 7 6 % )  
79,9  ( 4 3  % )  

77,5  (33 % )  
--------..--------------, 

6 6 

197 

194 



En enrichissant 1 ' air en CO2 ( 20 % ) , on peut espérer un 
démarrage plus rapide de la nitrification en assurant les besoins 
des micro-organismes en CO2, notamment Nitrosomonas sp.. On 
étudie l'effet stimulant du gaz carbonique et ses consequences à 
long terme sur la nitrification. 

Les résultats obtenus sont confirmés a plusieurs 
reprises-on ne présente ici qu'une seule étude représentative. 

 expérience est réalisée en réacteurs à lit turbulent 
type 2, spécialement conçus pour optimiser les transferts 
gaz-liquide (Annexe 4). 

L'appareil dopé en CO2 est comparé à un témoin placé dans 
les memes conditions pendant les 6 mois d'experience. Les 
résultats exprimés en charge azotée traitée sont repris sur la 
figure 9. Ils sont complétés par d'autres mesures (Tab. 13). 

Le CO2 permet de gagner 15 jours sur la montée en charge 
avec un démarrage très rapide de la nitrification et une flore 
nitrifiante plus active. En régime nominal, l'effet du CO2 
s'atténue et les performances des deux appareils sont alors 
identiques. Au 100ème jour, le changement de substrat, enrichi en 
chlorure d' ammonium, entraîne une dégradation des résultats, 
accompagnée d'une chute des rendements d'oxydation de l'azote, 
surtout sur le témoin. Des analyses de gaz à différents 
pourcentages de CO2 dans l'air montrent qu'une fraction de 20 % 
de CO constitue un optimum en régime nominal des appareils, la 
disso?ution du CO2 étant quasi totale. 

II-3-c Commentaires 

Il faut signaler que la montée en charge sur les deux 
réacteurs dure entre 40 et 60 jours, temps relativement long 
expliqué par la faible quantité d'inoculum de départ. 

La disponibilité du CO dans le milieu favorise surtout 
la nitritation, avec une Zransf ormation quasi totale de 
l'ammoniaque en nitrites. La conversion en nitrates est 
incomplète et la fuite en nitrites dans l'effluent est 
permanente. Le CO joue également le rôle de régulateur de pH. La 2 nitrification provoque une acidification du milieu, masquée par 
les effets de l'aération intense du milieu. Globalement, le pH au 
sein du réacteur est alcalin et peut dépasser 8,5. Les bactéries 
nitrifiantes sont très sensibles au pH (7) et le CO2 acidifiant 
permet alors de stabiliser l'équilibre calco-carbonique; 1s pH se 
stabilise à 7,5 - 8,O. Ceci a pour conséquence de maintenir le 
carbone minéral sous forne dissoute et d' eviter 1 ' entartrage de 
la pierre ponce. Enfin, a partir du 100ème jour, le rapport 
T.A.C./Azote du substrat passe de 1,5 à 1,O Of/mg N. La 
disponibilité en carbone minéral est meilleure sur le réacteur 
dopé en CO , ce qui se traduit par une charge traitée supérieure 
et stable 2ans le temps. 



III - FACTEURS LIES AU FOICTIOBHEXEIT DU DIGESTEUR 
ANAEROBIE DE PHUMERIES 

111-1 I n t r o d u c t i o n  

Le f o n c t i o n n e m e n t  du d i g e s t e u r  e n  f l u x  d e s c e n d a n t  
e n t r a î n e  d e s  r e l a r g a g e s  de  boues  méthan igènes  , D ' a u t r e  p a r t ,  l a  
c o n c e n t r a t i o n  e n  c a r b o n e  o r g a n i q u e  r é s i d u e l  de l ' e f f l u e n t  
m é t h a n i s é  p e u t  augmenter  pour  deux r a i s o n s  p r i n c i p a l e s  ; une 
p e r t u r b a t i o n  b i o l o g i q u e  du d i g e s t e u r  ( b a i s s e  de  t e m p é r a t u r e ,  
changement de  f l u x )  ou une a p p l i c a t i o n  t r o p  i m p o r t a n t e  de  
p o l l u t i o n  o r g a n i q u e  ( d é b i t ,  c o n c e n t r a t i o n )  . C e s  f a c t e u r s  
augmentent  les b e s o i n s  e n  oxygène a u  c o u r s  du p o s t - t r a i t e m e n t  . 
I ls  a t t e i g n e n t  un s e u i l  c r i t i q u e  q u i  c o n d u i t  à l ' i n h i b i t i o n  de  l a  
n i t r i f i c a t i o n .  

 arrêt a c c i d e n t e l  du d i g e s t e u r  au  c o u r s  d e  l a  campagne 
c o n d u i t  à l ' augmenta t ion  r a p i d e  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  e n  a z o t e  du 
m i l i e u .  Les  r é p e r c u s s i o n s  s u r  l a  n i t r i f i c a t i o n  s o n t  minimes , 
d a n s  l a  mesure où l e  p o s t - t r a i t e m e n t  s e r a  éga lement  m i s  à 
l ' a r r ê t .  La r e p r i s e  de l a  n i t r i f i c a t i o n  à d e s  c o n c e n t r a t i o n s  p l u s  
é l e v é e s  e n  a z o t e  n é c e s s i t e  a l o r s  l ' a p p l i c a t i o n  d ' u n  d é b i t  
d ' a l i m e n t a t i o n  p l u s  f a i b l e .  

111-2 A p p l i c a t i o n  d ' u n e  c h a r g e  o r g a n i q u e  l i m i t e  

I I -2 -a  But 

Le c a r b o n e  o r g a n i q u e  t o t a l ,  composé e s s e n t i e l l e m e n t  
d ' A c i d e s  Gras  V o l a t i l s ,  c o n s t i t u e  un s u b s t r a t  p o t e n t i e l  p o u r  une 
f l o r e  h é t é r o t r o p h e  à c r o i s s a n c e  r a p i d e .  

C e t t e  f l o r e  e s t  e n  c o m p é t i t i o n  f a v o r a b l e  a v e c  les  
b a c t é r i e s  n i t r i f i a n t e s  a u t o t r o p h e s  à c r o i s s a n c e  l e n t e ,  On p e u t  
r a p i d e m e n t  se t r o u v e r  e n  c o n d i t i o n s  d 'oxygène l i m i t a n t  e t  a b o u t i r  
à une a s p h y x i e  d i f f i c i l e m e n t  r é v e r s i b l e  d e s  germes n i t r i f i a n t s ,  
L e  phénomène e s t  b i e n  connu e n  boues  a c t i v é e s ;  il l ' e s t  moins e n  
c u l t u r e s  f i x é e s  e t  demande un approfond i s sement .  

 expérience es t  r é a l i s é e  à 20°C à lit t u r b u l e n t  t y p e  3 
(Annexe 4 ) .  La montée e n  c h a r g e  o r g a n i q u e  e s t  f a i t e  p a r  a j o u t s  
p r o g r e s s i f s  dlA.G.V. ( * )  e n  mélange d a n s  l l e f f l u e ( n t .  Au d é p a r t ,  
l e  r é a c t e u r  n i t r i f i e  à p l e i n e  c h a r g e  ( 0 , 8 4  kg N/m . j  . ) . Le temps 
de s é j o u r  h y d r a u l i q u e  e s t  s t a b i l i s é  à 6 h e u r e s .  

* Composi t ion  de mélange dlA.G.V. : 44 % ~ c é t a t e ,  38 % 
P r o p i o n a t e ,  1 8  % B u t y r a t e .  
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Les résultats sont illustrés par les figures 10 et 11. 
Dans les conditions de 1 'expérience, la nitrification Yf- 
affectée pour une charge organique appliquée de 1,4 kg C/m . J  
(jour 30). La charge organique traitée atteint alors une limite 
(Fig. 11). On note l'apparition de nitrites dans l'effluent. Le 
taux d'oxygène dissous qui était de 6,O mg 0/1 en début 
d'expérience est alors de 0,8 mg 0/1 au sein du réacteur. On 
constate la prolifération d'une flore dif fuse, filamenteuse, qui 
se maintient en suspension dans le milieu. Cette biomasse 
apparaît dès l'application de charge organique et s'évacue dans 
l'effluent. Son activité nitrifiante est mesurée, proche de zéro. 

III-2-c Commentaires 

La pollution organique appliquée est consommatrice 
prioritaire d'oxygène. Ce dernier devient facteur limitant, dans 
un premier temps pour la nitrification, puis, dans un deuxième 
temps, pour le traitement de la pollution carbonée. L'apparition 
de nitrites dans 1 ' effluent témoigne de 1 ' insuffisance de 
l'aération ; la nitratation est inhibée par manque d'oxygène au 
profit d'une légère dénitrification. 

Le seuil de tolérance des bactéries nitrifiantes peut 
varier d'une expérience à 1 ' autre, selon 1 'efficacité du 
transfert d'oxygène et du temps de séjour hydraulique dans le 
réacteur. Quoi qu'il en soit, on constate toujours la production 
de boues hétérotrophes interstitielles. Cette biomasse monopolise 
l'oxygène du milieu mais n'affecte pas la flore nitrifiante 
fixée. Le retour à des conditions normales d'alimentation d'un 
réacteur entraîne un rétablissement rapide de la nitrification. 

111-3 AUGMENTATION BRUTALE DE LA CHARGE ORGANIQUE 
APPLIQUEE 

III-3-a But - 

Cet essai complète le précédént et a pour but d'évaluer 
le temps de retour à une nitrification normale à la suite d'un 
apport brutal de pollution organique dissoute. 

 expérience est faite dans les mêmes conditions que la 
On applique des augmentations importantes de charge 

organique par ~eriodes de 24 heures en tenant compte des 
résultats précedents. On rétablit ensuite des conditions 
d' alimentation normales pendant une semaine. Le temps de séjour 
hydraulique est de 6 heures. Les principales mesures sont 
regroupées dans le tableau 14 



TABLEAU 14 : INFLUENCE DE LA CHARGE ORGANIQUE APPLIQUEE 

................................................................. 
( : ~ctivité nitrifiante : Temps de 

Charge 
1 

( : (mg Nox/g. ponce. j  ) : retour : oxygène 9 
( appliq ée : '3 100 % : dissous ) 
( (kg/carn . j )  :-----------------------. . nitrification : réacteur ) 

( : T : 8 h : 2 4 h : 7 2 h :  
(--------------.-----.-----.-----.-----.---------------.---------- 

1,OO ( :117,0:106,2:109,7:120,0: Pas de pertu- : 2,40 ) 
( : bat ion 
( 

1,45 
1 

( :120,4:110,9:118,4:112,7: 24 h : 1,05 ) 
( 
( 1,73 :111,3:100,7:107,2:105,4: 24 h : 0,45 ) 
( 
( 2,06 :109,9: 89,8:112,3:109,7: 48 h E 

1 

( 
1 

................................................................. 1 

Les tests d'activité sont réalisés sur 3 prélèvements de - 
pierre ponce comparés a un témoin (T).  activité réelle du 
matériau baisse légèrement durant l'application de la pollution 
carbonée. D ~ S  le retour en conditions normales, le rétablissement 
de la nitrification est très rapide. 

On note la forte production de nitritfs-pour des charges 
organiques appliquées de 1,73 à 2,O6 kg ~ / m  . J .  Dans les deux 
situations, on constate une perte d'azote dans le bilan 
entrée-sortie. La quantité d'oxygène dissous disponible est très 
faible. 

III-3-c Commentaires 

L'apport brutal de pollution carbonée dans un milieu 
nitrifiant entraîne une consommation d'oxygène supplémentaire. 
~ ' o x ~ g è n e  peut être déficitaire, dû à un système de transfert qui 
limite sa disponibilité. On assiste à une perte d'azote dans le 
circuit qui peut être expliquée par plusieurs phénomènes (38, 
40) : 

- dénitrification dans un milieu riche en matière 
carbonée et en phase d'anoxie, 

- fuite sous forme N20 et NO produits par Nitrosomonas sp 
- formation de biomasse hétérotrophe diffuse. 
Ces conséquences sont atténuées par l'effet de dilution 

rapide dès le retour à une alimentation normale du réacteur. 
Elles peuvent pratiquement disparaître si on met ce réacteur en 
circuit fermé durant quelques heures. 



IV - COICLUSIOBS 

Les travaux réalisés sur pilotes de laboratoire simulent 
des situations qui peuvent se produire dans les conditions 
industrielles. Les résultats bruts obtenus ne sont cependant pas 
transposables directement, certains paramètres étant différents : 
température, transfert d'oxygène ... Ces expériences ont pour 
intérêt d'essayer de comprendre les mécanismes de la 
nitrification après traitement anaérobie et permettre ainsi : 

- de déconseiller une decarbonatation préalable de 
l'eau ; 

- de ~réconiser certaines interventions (dopage en CO2 
au démarrage ) , - de réagir en cas de perturbation de la filière de 

traitement. 

B - OPTIIISATIOH DES CONDITIONS DE CONSBRVATIOA ET ~4 
i 

REPRISE DE E'ACTIVITR NITRIPIAHTE 1 

I - ORIENTATIOB DES RECHERCHES 

1-1 présentation 

Les quelques informations bibliographiques (lère 
Partie - IV-) montrent la fragilité des germes nitrifiants en 
conditions de jeûne, surtout lorsqu ' ils sont étudiés en culture 
pure. 

La longue durée de l'intercampagne sucrière incite à 
trouver des conditions assez simples de conservation de lc: flore 
nitrifiante. Le but est de minimiser le stress (température, pH, 
pression osmotique, substrat) appliqué aux micro-organismes et de 
les placer dans un état de dormance, avec un taux de métabolisme 
endogène le plus faible possible. On cherche à stocker les 
supports ensemencés in situ et à les réactiver ensuite le plus 
rapidement possible en minimisant le temps de latence des 
cultures et en favorisant leur croissance. 

Les travaux sont réalisés à différentes échelles, sur 
schiste et sur pierre ponce. Ils sont présentés dans leur ordre 
chronologique d'étude. 

1-2 Etude d'approche sur schiste 

Cette première étude est réalisée avant l'expérimentation 
sur pilotes de THUMERIES. 
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FIGURE 12 : ACTIVITE NITRIFIANTE RESIDUELLE DES 
MATIERES FIXEES SUR SCHISTE 



1-2-a Protocoles de conservation 

Quatre méthodes de conservation sont définies et testées 
en garallèle sur du schiste fonctionnant à pleine charge (1.1 kg 
N/m . j ) sur effluent méthanisé. 

. Congélation rapide du matériau à - 18OC dans une 
solution cryoprotectrice de glycérol à 10 % (V/V) à base 
d'effluent nitrifié (87).(Congelé sur figure 12) 

. Egouttage et déshydratation rapide du matériau, puis 
stockage à l'air ambiant.(Air libre) 

. Rinçage et immersion du matériau dans l'effluent 
nitrifié.(~ffl. brut) 

. Rinçage et immersion du matériau dans l'effluent 
nitrifié, en maintenant une oxygénation permanente du milieu par 
bullage d'air. (Effl. aéré) 

Des tests d'activité nitrifiante décrits en Annexe 2 sont 
réalisés sur 450 jours de stockage. 

On constate une perte rapide de l'activité nitrifiante 
(Fig. 12) dans les quinze premiers jours de jeûne; elle s'atténue 
ensuite pour se stabiliser après trois mois de stockage. Les 
cellules les moins affectées sont les bactéries congelées. Le 
matériau asséché perd régulièrement de 1' activité ; 
parallèlement, il continue à se déshydrater. Les d'humidités 
réelles faites sur le support passent de 12,5 % en début 
d'expérience, à 7,s % au 240ème jour et à 4,5 % au 360ème jour de 
stockage. Dans les conditions d'immersion sans aération, la perte 
dl activité est également importante. On constate une 
dénitrification quasi immédiate et un décrochage de la biomasse 
fixée. Le matériau immergé et aéré en permance présente une bonne 
résistance face aux conditions de jeûne. 

1-2-c- Commentaires 

Le principal enseignement de ces essais est la tolérance 
à des arrêts prolongés des bactéries nitrifiantes fixées en 
cultures mixtes. La présence de surfaces et de liaisons 
fixatrices peut favoriser cette résistance. Les bactéries sont 
altérées, mais conservent leurs propriétés d'oxydation au cours 
du stockage. 

La congélation permet de garder une activité 
satisfaisante, mais reste une technique de laboratoire. Deux 
techniques sont à retenir : 

. l ' asséchement du matériau, en contrôlant son humidité 
qui semble conditionner la conservation, 

. l'immersion du matériau, avec un milieu de conservation 
approprié. 



1-3 Etude de auelaues a ara mètres 

~ifférents essais de conservation réalisés à température 
constante (20°C, 4OC) ne montrent pas de différence 
significative. Au contraire, les fluctuations de température sur 
un même essai peuvent avoir un effet bactéricide, surtout lorsque 
cette tempéature descend au dessous de O°C, On crée des lésions 
cellulaires irréversibles, 

Les essais réalisés à THUMERIES et au laboratoire en 
conditions extérieures en sont la preuve. 

La température au sein d'un réacteur industriel varie 
lentement. Selon le type de conservation (aérée ou immergée), le 
paramètre n'a pas la même importance. Les fluctuations de 
température sont plus importantes pour les bactéries en contact 
avec l'air ambiant et risquent de compromettre en partie leur 
reprise d'activité. 

1-3-b Etat physiologique des bactéries 

On apprend, dans la littérature (103) et au cours 
d'essais réalisés au laboratoire, que la survie des bactéries est 
liée 2 leur etat physiologique au moment de l'arrêt, L'essai est 
réalise sur pierre ponce conservée par asséchement. Il apparalt 
(Tabl, 15) que les bactéries en fin de phase exponentielle ou en 
début de phase stationnaire s'adaptent mieux aux conditions de 
stress provoquées par le jeûne. On procède à une mise en circuit 
fermé du réacteur 4 8  heures avant l'arrêt total; ce qui 
correspond au temps nécessaire à la disparition totale de l'azote 
ammoniacal du milieu. 

Les conditions de substrat limitant sont alors établies 
progressivement et permettent un conditionnement de l'écosystème 
et notamment des germes à croissance lente. 

TABLEAU 15 : INFLUENCE DE L'ETAT PHYSIOLOGIQUE DES BACTERIES 
NITRIFIANTES SUR LEUR TAUX DE SURVIE ( % )  

( DUREE DE : PHASE DE : DEBUT PHASE : FIN PHASE ) 
( CONSERVATION : CROISSANCE : STATIONNAIRE : STATIONNAIRE ) 
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FIGURE 13 : PERTE EN EAU DE LA PIERRE PONCE AU COURS DE LA CONSERVATION 



Un é t a t  p h y s i o l o g i q u e  f a v o r a b l e  au moment de l a  m i s e  e n  
c o n s e r v a t i o n  a une d o u b l e  i n f l u e n c e  : s u r  l a  s u r v i e  d e s  
b a c t é r i e s ,  s u r  l e u r  v i t e s s e  de  r e p r i s e .  L e s  deux f a c t e u r s  s o n t  
c o r r é l é s .  

II - CONSERVATION PAR DESBYDRATATION 
11-1 I n f l u e n c e  de  l ' h u m i d i t é  s u r  l a  c o n s e r v a t i o n  

I I -1 -a  But - 
 assèchement a f f e c t e  l ' e n s e m b l e  de  l a  f l o r e  f i x é e  à d e s  

d e g r é s  d i f f é r e n t s .  L a  t o l é r a n c e  à l a  d e s s i c a t i o n  d é f i n i t  un s e u i l  
d e  s icc i té  c r i t i q u e  e n  deça d u q u e l  on provoque d e s  l é s i o n s  
i r r é v e r s i b l e s  s u r  l es  b a c t é r i e s  (membranes, ADN ) e n  m o d i f i a n t  
l e u r  t e n e u r  i n t r a c e l l u l a i r e  e n  e a u  ( 6 , 6 4 , 8 8 , 1 0 3 ) .  La c r é a t i o n  
d ' u n  envi ronnement  p r o t e c t e u r  demande l a  d é t e r m i n a t i o n  d e  
l ' h u m i d i t é  r e l a t i v e  l a  mieux s u p p o r t é e  p a r  les b a c t é r i e s  
n i t r i f i a n t e s ,  

I I -1-b  P r o t o c o l e  

~ i f f é r e n t e s  a tmosphères  s o n t  créées e t  c o n t r ô l é e s  e n  
d e s s i c a t e u r s  à l ' a i d e  de  s o l u t é s  non t o x i q u e s  (Annexe 3 ) .  La 
p i e r r e  ponce ensemencée e t  homogénéisée e s t  d i s p e r s é e  e n  
monocouche d a n s  des c o u p e l l e s .  Celles-ci s o n t  répart ies  dans  
chacun d e s  d e s s i c a t e u r s  d o n t  l ' a t m o s p h è r e  e s t  s t a b i l i s é e  pendan t  
3  j o u r s .  La p i e r r e  ponce est   rél levée s u r  un r é a c t e u r  
f o n c t i o n n a n t  à p l e i n  régime e t  p l a c é  e n  c i r c u i t  f e rmé  48 h e u r e s  
a v a n t  l ' a r r ê t  t o t a l .  Un e s s a i  e s t  r é a l i s é  e n  c o n d i t i o n s  
e x t é r i e u r e s .  On s u i t  l a  r é a c t i v i t é  du m a t é r i a u  ou d e s  b a c t é r i e s  
q u i  y  s o n t  f i x é e s  p a r  d i f f é r e n t e s  mesures  d é c r i t e s  a v e c  p r é c i s i o n  
e n  Annexe 2 ( tes ts  d ' a c t i v i t é  r é s i d u e l l e ,  comptages d e  b a c t é r i e s  
r e v i v i f i a b l e s ) .  

On r e l è v e  p a r a l l è l e m e n t  l ' h u m i d i t é  r ée l le  d e s  s u p p o r t s  
c o n s e r v é s .  E n f i n ,  on  r é a l i s e  q u e l q u e s  mesures  complémenta i res  
d e s t i n é e s  à a j u s t e r  les  r é s u l t a t s  ( a c t i v i t é  r é s i d u e l l e  du 
m a t é r i a u  d é c a p é ,  t émoins  s y s t é m a t i q u e s ) .  

L 'ensemble  d e s  mesures e s t  r e p r i s  dans  l es  t a b l e a u x  16 e t  
1 7  e t  s u r  l e s  f i g u r e s  1 3  e t  1 4 ,  On c o n s t a t e  une b a i s s e  r a p i d e  e t  
g é n é r a l e  de l ' a c t i v i t é  n i t r i f i a n t e  dans  t o u s  l es  m i l i e u x ,  avec  
t o u t e f o i s  une b a i s s e  p l u s  modérée s u r  les  m a t é r i a u x  c o n s e r v é s  a  
aw 0 , 6 6 .  



TABLEAU 16 : 

ACTIVITE NITRIFIANTE RESIDUELLE (% ACTIVITE INITIALE - A. N. R.) 

ET TEMPS DE REGENERATION (h/g . PIERRE PONCE - T . R. ) 

1 

( a.w. : ANR : TR : ANR : TR : ANR : TB : BNR : TR : ANR : TR : ANR : TB : ANR : TR ) 

( : ) 
( 0.12 : 5 6 :  : 30 : : 21 : 150: 14 : 170: 13 : 170: 12 : 200: 10 :200) 
( : ) 
( 0,35 : 59 : : 29 : : 26 : 125 : 22 : 125 : 20 : 145 : 20 : 150 : 21 : 165 ) 
( : 1 
( 0,44 : 7 1 :  : 49 : : 38 : 80 : 34 : 100 : 32 : 105 : 23 : 125 : 20 : 130 ) 
( : 1 
( 0.66 : 86 j r l a h j  78 i < 7 2 h j  70 : 7 0 :  59 : 100: 43 : 100: 32 : 110: 29 :IOO) 
( : ) 
( 0.78 : 6 6 :  : 57 : : 51 : 80 : 36 : 100 : 28 : 100 : 23 : 125 : 22 :125 ) 
( : ) 
( 0.84 : 64 : : 36 : : 23 : 100 : 20 : 125 : 18 : 150, : 19 : 150 : 19 : 165 ) 

: ) 
: 79 : : 50 : : 45 : 30 : 34 : 50 : 33 : 50 : 31 : 65 : 32 : 70 ) 

TABLEAU 17 : 

NUMERATIONS NITROSOMONAS SP ET NITROBACTER SP 

EN Log BACTERIE / g.PIERRE PONCE 
1Q 

Durée de : 1 
onserva-: 24 heures : 5 jours : 15 jours : 30 jours : 60 jours : 120 jours : 180 jours ) 

ion :---------.----------.----------.---------.--------.'------------.--------- 1 
( (1 a.w. :Log Ns:Log Nb:Log Ns:Log Nb:Log Ns:Log Nb:Log Ns:Log Nb:Log Ns:Log Nb:Log Ns:Log Nb:Log Ns:Log Nb) ---- te----. f---c-:-'--:--:----:---:----:---:---:. ---- 

. . ) 
( 1 
( 0,12 : 8.53 : 8.00 : 7.15 : 6.78 : 5,20 : 5.70 : 4,78 : 5,41 : 3.66 : 4,66 : 3.66 : 4,00 : 3,15 : 3,00 ) 
( 1 
( 0.35 : 8,78 : 8,41 : 7.41 : 7,34 : 6.66 : 6.15 : 6.66 : 5.66 : 5.66 : 5,OO : 5,00 : 4.66 : 5.15 : 4.41 ) 
( . . ) 
( 0,44 : 8,66 : 8,41 : 8,20 : 7.66 : 7,78 : 6,66 : 6.20 : 5,78 : 5,66 : 5.41 : 5.00 : 4,78 : 5,00 : 4.66 ) 
( ) 
( 0.66 : 9,66 : 9.41 : 8,78 ; 9.66 : 7.66 : 7,66 : 6,78 : 6,66 : 6.41 : 6.66 : 5.66 : 5,OO : 5,66 : 4,66 ) 
( 1 
( 0,78 : 8,66 : 8.66 : 8,41 : 8,15 : 7,66 : 7,66 : 6,46 : 6,16 : 5,OO : 6,15 : 5,15 : 5.00 : 5.00 : 5,34 ) 
( ) 
( 0.84 : 9,20 : 8.78 : 8,41 : 8.34 : 7.66 : 7,78 : 6,66 : 6,66 : 5.15 : 5,66 : 5.00 : 5,15 : 4.66 : 5.00 ) 

(1) Inunersion dans de l'eau méthanisée 

(2) Immersion dans de l'eau méthanisée e t  sous atmosphère dtoxyg8ne 



t Activité Nitrifiante Résiduelle 
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A Nitrosornones s p .  revivif iables 
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FIGURE 14 : MESURES A 180 JOURS DE DESSICATION 



Les temps de regénération suivent la meme allure 
Le nombre de bactéries nitrifiantes revivifiables 

evolue beaucoup plus lentement et de façon régulière de même que 
l'humidité réelle de la pierre ponce. Nitrobacter sp résiste 
mieux à la dessication et on assiste a une inversion de la 
dominance des deux flores après 60 jours de stockage. 

Certaines différences, qui n'apparaissent pas dans le 
tableau 16, sont notées au cours des tests d'activité 
nitrifiante. A partir du 60ème jour de conservation, les tests 
révèlent la présence de nitrites intermédiaires, totalement 
oxydés en fin de Batch. Cette remarque ne concerne pas les 
échantillons immergés (aw = 1) . 

II-1-d Commentaires 

Cette expérience montre l'importance de l'humidité 
relative du milieu sur la conservation de la capacité nitrifiante 
d'un matériau ensemencé. Elle montre également l'importance de 
l'humidité réelle du matériau qui influence, à long terme, 
directement le taux de survie des bactéries. Les micro-organismes 
perdent une partie de leur eau liée, ce qui les conduit à la 
létalité. 

Les numérations sont réalisées sur les bactéries vivantes 
décrochées de leur support (Annexe 2). L'évolution des résultats 
sont uniquement dus a la mortalité des micro-organismes, le 
décrochage restant efficace quelles que soient les humidités du 
milieu et du matériau. Ceci est confirmé par des tests 
.nitrifiants faits sur les supports décapés incubes durant 21 
jours; les tests sont tous négatifs. La mortalité conditionne la 
reprise de la nitrification. Afin de recoloniser le matériau, on 
veillera à favoriser la croissance des bactéries nitrifiantes au 
redémarrage d'une culture. 

Le matériau, conservé en monocouche, présente une surface 
d'échange très importante avec l'atmosphère. Les effets de 
déshydratation seraient vraisemblablement plus lents pour un 
support stocké en vrac dans un réacteur. On risque alors de créer 
des zones d'anoxie et d'anaérobiose qui sont néfastes, Les 
risques sont d'autant plus élevés que le matériau est fin. 

11-2 An~llcation à l'échelle ~iiote 

II-2-a Protocole et évaluation de la conservation 

Les essais sont réalisés à l'issue de l'expérimentation 
de THUMERIES, sur la colonne de 20 litres garnie de schiste 
ensemencé. Le garnissage est égoutté in situ après 48 heures de 
mise en circuit fermé. Le matériau est ensuite transféré au 
laboratoire dans une colonne de plexiglas dans laquelle on 
insufle de l'air comprimé par la base pour accélérer la 
dessication. On stoppe l'aération forcée lorsque l'humidité 
réelle du matériau atteint 12,7 % .  Cette valeur est alors 
maintenue à 12,s 0,5 % par insuflation d'air humide. Le 
matériau est brassé afin d'éviter la formation de gradients 
d'humidité.  humidité relative et la température de stockage 
sont celles du laboratoire. 
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On reprend régulièrement 500 ml de matériau en réacteur 
Biofiltre (Annexe 4) sur lequel on étudie l'allure de la montée 
en charge ammoniacale et la charge maximale traitée, 
parallèlement, on réalise un test d'activité nitrifiante sur le 
schiste conservé, On fait de même à l'arrêt du réacteur après la 
reprise. 

La figure 15 et le tableau 18 illustrent l'ensemble des 
résultats obtenus. 

TABLEAU 18 : MESURES SUR SCHISTE CONSERVE A SEC EN COLONNE 
DE 20 1. 

( % M.v.s. sur : ~ctivité Nitrifiante : 
( ~uree de schiste :(mg Nox/mg (M.v.s.).~): ~umidité 
(conservation : : schiste 
( ( % )  
( : Avant ( * )  :  près : Avant :   près : 

( t O 3 16 : (3,6) : 0,220 : (0,220) : 12,7 
( 
( 13j. 3 ~ 5  : 0,106 : : 12,4 
( 
( 1 mois 317 : 3,8 : 0,079 : 0,194 : 12,O 
( 
( 2 mois 3,5 : 0,067 : : 12,9 
( 
( 3 mois 316 : 3,8 : 0,065 : 0,177 : 12,O 
( 
( 5 mois 314 : 3,8 : 0,044 : 0,168 : 12,O 
( 
( 7 mois 3 I 5 : 3,7 : 0,049 : 0,163 : 12,4 
( : 
( 9 mois 3,6 : 3,7 : 0,041 : 0,160 : 12,5 
( 
( 12 mois 3,5 : 3,8 : 0,040 : 0,158 : 14,1(** 
( 
( 15 mois 316 : 3,7 : 0,042 : 0,162 : 12,5 

---_-----__---------------------------------------------------------. 

( * )  Avant : Avant reprise 
~ ~ r è s  : ~ ~ r è s  reprise (48 heures circuit fermé) 

( * * )  ~umidité relative de l'air très élevée 



Les  c o u r b e s  o b t e n u e s  a p r è s  7 ,  9 ,  12  e t  1 5  mois de  
s t o c k a g e  s o n t  s i m i l a i r e s  e t  r e p r é s e n t é e s  p a r  l e u r  moyenne. 
L ' a l l u r e  g é n é r a l e  des r e p r i s e s  d ' a c t i v i t é  n i t r i f i a n t e  e s t  
semblab le  q u e l l e  que  s o i t  l a  d u r é e  de  c o n s e r v a t i o n .  La p e r t e  
d ' a c t i v i t é  se s t a b i l i s e  a p r è s  3  mois  de  s t o c k a g e .  On remarque 
cependan t  que l e  temps de  l a t e n c e  o b s e r v é  augmente a v e c  l e  temps 
d e  s t o c k a g e .  D e  m ê m e ,  l a  c h a r g e  a z o t é e  t r a i t é e  p a r  l e  r é a c t e u r  
diminue.  Dans t o u s  les c a s ,  les  per fo rmances  maximales s o n t  
o b t e n u e s  a v a n t  30 j o u r s  de  r e p r i s e .  

Le t a b l e a u  18 montre que  La biomasse  f i x é e  é v o l u e  t r è s  
peu d u r a n t  l a  c o n s e r v a t i o n  e t  à l ' i s s u e  d e s  p é r i o d e s  de r e p r i s e  
de  30 j o u r s .  On remarque également  que  l ' a c t i v i t é  r é s i d u e l l e  du 
m a t é r i a u  c o n s e r v é  s u i t  l a  m e m e  a l l u r e  que  l o r s  des essais d é c r i t s  
a u p a r a v a n t  ( F i g .  1 2 )  : c h u t e  r a p i d e  d a n s  l e s  1 5  p r e m i e r s  j o u r s  de 
c o n s e r v a t i o n ,  p u i s  s t a b i l i s a t i o n  a p r è s  3  mois de  c o n s e r v a t i o n .  

On c o n s t a t e ,  pour  t e r m i n e r ,  que  l a  r é a c t i v i t é  du m a t é r i a u  
se r é c u p è r e  p a r t i e l l e m e n t  au c o u r s  d e s  30 j o u r s  d e  r e p r i s e ,  s a n s  
t o u t e f o i s  a t t e i n d r e  1 ' a c t i v i t é  i n i t i a l e  de  0,220 mg Nox/mg- 
(M.v.s . ) .h .  

I I -2-c  Commentaires 

L a  c o n s e r v a t i o n  p a r  s é c h a g e  c o n t r ô l é  de 1 f l o r e  
n i t r i f i a n t e  f i x é e  e s t  f i a b l e  à l o n g  t e r m e ,  l a  p e r t e  d ' a c t i v i t é  du 
m a t é r i a u  es t  s t a b i l i s é e  a p r è s  3  mois de c o n s e r v a t i o n .  
L  ' augmenta t ion  du temps de  l a t e n c e  au  redémar rage  n t  a£  f  ecte p a s  
l a  c i n é t i q u e  de  montée e n  c h a r g e .  T o u t e f o i s ,  l e  m a t é r i a u  n e  
r e t r o u v e  p a s  s o n  a c t i v i t é  i n i t i a l e .  L e s  mesures de  b iomasse  f i x é e  
(Tab.  1 8 )  m o n t r e n t  que  ce t t e  p e r t e  n ' e s t  p a s  due au  déc rochage  de  
b a c t é r i e s .  C e c i  e s t  d ' a i l l e u r s  v é r i f i é  s u r  les  r é a c t e u r s  au d é b u t  
de  l a  r e p r i s e  p a r  d e s  mesures  de ~ a t i è r e s  e n  s u s p e n s i o n .  La 
d é s h y d r a t a t i o n  provoque un asséchement  des c e l l u l e s  p é r i p h é r i q u e s  
q u i  c r é e n t  un env i ronnement  p r o t e c t e u r  pour  les couches  
i n f é r i e u r e s ,  ce q u i  r e n d  d i f f i c i l e  1 ' accrochage  d e  n o u v e l l e s  
b a c t é r i e s .  L a  mesure d e s  M.v.s.  p r e n d  e n  compte les b a c t é r i e s  
mortes. C e c i  e s t  c o n f i r m é  pa r  les  comptages de b a c t é r i e s  
n i t r i f i a n t e s  r e v i v i f i a b l e s  r e a l i s é s  s u r  p i e r r e  ponce;  i l s  
m o n t r e n t  l ' e x t i n c t i o n  p r o g r e s s i v e  des b a c t é r i e s  f i x é e s  dans  l e  
temps. 

11-3 A m é l i o r a t i o n  d e  l a  t e c h n i q u e  - A p p l i c a t i o n  d ' u n  
f a c t e u r  de c o r r e c t i o n  

I I -3-a  But 

L e  stress provoqué p a r  l ' a r r ê t  d ' u n  r é a c t e u r  e x e r c e  une  
p r e s s i o n  de  s é l e c t i o n  d e s  micro-organismes .  S e u l e s  les b a c t é r i e s  
r é s i s t a n t e s  s u r v i v e n t  e t  on émet l ' h y p o t h è s e  q u ' a p r è s  p l u s i e u r s  
c y c l e s  d ' a r r ê t s  e t  d e  r e p r i s e s ,  l e s  temps de l a t e n c e  e t  l e  r e t o u r  
aux pe r fo rmances  i n i t i a l e s  d ' u n  r é a c t e u r  s e r o n t  d e  p l u s  e n  p l u s  
r a p i d e s .  La b iomasse  es t  de  p l u s  e n  p l u s  r é s i s t a n t e ,  a t t e i g n a n t  
t o u t e f o i s  un maximum l i é  à l a  b i o l o g i e  d e s  b a c t é r i e s .  L e  b u t  est  
d ' e s s a y e r  une t e c h n i q u e  q u i  c o n s i s t e  à s é l e c t i o n n e r  l e  p l u s  
r ap idement  p o s s i b l e  les  germes r é s i s t a n t s .  
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II-3-b Mode opératoire 

Le fait de garder le matériau in situ simplifie 
considérablement la mise en oeuvre du procédé et les 
manipulations sont réduites au maximum. 

L'essai est toujours réalisé sur le schiste de THUMERIES 
transféré au laboratoire. On reprend 500 ml de matériau en 
réacteur Biofiltre (Annexe 4 )  après 1 mois, 3 mois et 6 mois de 
conservation, On effectue, pour chacun de ces prélèvements, une 
succession de 5 reprises entrecoupées par des arrêts de 15 jours. 
Cette durée est fixée en fonction de deux critères : 

- pour des périodes inférieures à 15 jours, les bactéries 
ne se trouvent pas encore à i'équilibre, aboutissant à leur 
protection vis à vis des conditions de substrat limitant. 

- pour des périodes supérieures à 15 jours, la perte 
d'activité et la mortalité sont importantes et ne permettent plus 
de reprises de courte durée; le temps de latence des cultures est 
trop long. 

La progression de la conservation est évaluee par la 
vitesse à laquelle les réacteurs retrouvent leur charge traitée 
initiale.~és que celle-ci est atteinte, les réacteurs sont mis en 
circuit fermé pendant 48 heures. On les place ensuite en phase 
d'arrêt. Les expériences durent entre 145 et 160 jours chacune. 

Les résultats obtenus après 1 mois, 3 mois et 6 mois de 
conservation sont illustrés sur la figure 16. L' activité 
nitrifiante du matériau au cours des essais est reprise dans le 
tableau 19. 

TABLEAU 19 : TESTS D'ACTIVITE SUR SCHISTE CONSERVE 

--------------------------.------------------------------------ 

( Durée de : ~ctivité Nitrifiante (mg Nox/mg(M.v.s.).h) ) 
( conservation :-------------------------------------------- 1 
( Avant reprises : ~ ~ r è s  reprises ) 

( 1 mois 0,079 0,201 1 
' ( 

( 3 mois 0,065 0,197 
( 1 
( 6 mois 0,047 0,195 .............................................................. 1 

On voit sur les courbes que le temps de latence, quelle 
que soit la durée de stochage initial tend à se réduire pour se 
stabiliser à 2 4  heures apres 3 cycles d'arrêts et de reprises. La 
vitesse de retour à une charge traitée maximale augmente 
rapidement, pour atteindre une limite de 7-10 jours . 



 activité nitrifiante des bactéries fixées se stabilise 
à 0,200 mg Nox/mg (M.v.s.) .h après les 5 reprises (~ctivité 
initiale : 0,220 mg Nox/mg (M.v.s.).~). 

II-3-d Commentaires 

Le gain de temps sur une reprise est considérable, soit 
15 jours agrès 6 mois de conservation à sec. On atteint ce 
maximum apres 3 cycles d'arrêts et de reprises ; les 4ème et 5ème 
cycles ne sont pas nécessaires, ce qui présente un intérêt sur la 
durée totale de la procédure. Les propriétés de résistance 
acquises par les bactéries transparaissent assez mal dans les 
mesures d'activité nitrifiante. Les réactivités sont calculées 
par rapport aux P4atières volatiles fixées, mortes ou vivantes. On 
peut supposer que les bactéries nitrifiantes qui survivent sont 
en fait plus actives (94). 

Il reste à confirmer que ces propriétés se maintiennent 
au cours d'un arrêt prolongé au terme des 3 cycles de reprise. 
Dans les conditions industrielles, se pose le problème de la 
température de conservation et de reprise de la nitrification. 
Des températures trop basses risquent en effet de bloquer, voire 
d'altérer la flore fixée (97). 

P f f  - CONSERVATION PAR IHHERSION 

111-1 Influence du milieu de conservation 

III-1-a But - 

Les bactéries nitrifiantes sont chimiolithotrophes. Deux 
hypothèses sont alors émises : 

. Les bactéries utilisent le CO2 dissous comme source 
exclusive de carbone. Les composés organiques simples constituent 
des réserves de CO , qui est alors métabolisé par les bactéries 
nitrifiantes (27,?9,89) . L' immersion des germes en milieu 
organique constitue peut être un moyen de conservation à long 
terme, le CO2 présent permettant un metabolisme ralenti. 

. Les bactéries autotrophes sont sensibles à la présence 
de toute subsfance ptriti-ve durant leur conservation (carbone 
organique, NH4 , NO2 , NO3 . Ces produits peuvenc entrainer le 
développement d'une flore annexe et modifier ainsi l'équilibre 
des populations dans le inilieu. L'immersion des germes 
nitrifiants, après rinçage, en eau de forage constitue milieu 
'neutre' qui peut être favorable à la conservation à long terme, 
à l'exemple de Rhizobium ( 29). Il convient de rappeler dt après 
BOYLEN et I-IULRÇ (18) que plus le taux de métabolisme endogène 
d' une cellule est faible, plus les réserves cytoplasmiques sont 
consommées lentement et plus le temps de survie est long. Cela 
permet une reprise rapide de l'activité quand les conditions sont 
a nouveau favorables. 



TABLEAU 20 : 

ACTIVITE NITRIFIANTE RESIDUELLE (% ACTIVITE INITIALE - A. Ne R e )  

ET TEMPS DE REGENERATION (h/g.PIERRE PONCE - T. R.) 
) 

24 heures : 5 jours : 15 jours : 30 jours : 60 jours : 120 jours : 180 jours ) 
--'-'--..-:-------:-' ------: ---- ----:---------: ----------: 

) 
: hNR : TR : ANR : TR : ANR : TR : ANR : TR : ANR : TR : ANR : TR : ANR : TB ) 

( 
1 

: 75 : : 70 : 
) 

( Eau de forage : 65 : 30 : 65 : 30 : 65 : 30 : 60 : 35 : 55 : 30 ) 
( 

: 75 : 
1 i Eau de forage (4'C) : 76 : : 60 : 35 : 60 : 40 : 57 : 45 : 55 : 50 : 55 : 55 ) 

( ) 
( Eau méthanisée (1 )  : 
( 

) 

( Eau n i t r i f i é e  : 72 : : 60 : 
) 

: 56 : 35 : 51 : 45 : 49 : 45 : 40 : 60 : 35 : 70 ) : r ~ c é t a t e  : 53 : : 29 : : 20 : 50 : 5 : 50 : c5 : I O 0  : I ND($ - ' : ND 

TABLEAU 21 : 

NUMERATIONS MITROSOWOP1AS SP ET NITROBACTER SP 

EN LoglJ3ACT%RIE / g. PIERRE PONCE 

24 heureli 1 5 jours I 15 jours 30 jours I 60 jours 120 jours 180 jours ) 
---------: --------- : : ----------: --------: ---------- --- : --------- ) 
Log Ns:Log Nb:Log Ns:Log Nb:Log Ns:hg Nb:Log Ns:Log Nb:Log Ns:Log Nb:hg Ne:Log Nb:Log Ns:Log Nb) 
~----.-~:-~~.-~--.-~---.L----:-----.---.-----.----.-----.-----.----.--- . _  . ) 

( ) 
( E a u d e f o r a g e  : 9 , 6 6 : 9 , 6 6 : 8 , 7 8 : 8 , 1 5 : 7 , 1 5 : 6 , 6 6 : 6 , 7 8 : 6 , 6 6 : 6 . 6 6 : 6 , 6 6 : 6 , 6 0 : 6 , 6 6 : 6 , 2 0 : 6 , 0 0 )  
( ) 
( Eau de forage (4T): 9,66 : 9.66 : 9.00 : 8,66 : 7,66 : 7.00 : 6,66 : 7.00 : 6,00 : 6.00 : 6.00 : 6.00 : 5,66 : 6.00 ) 
( 1 
( Eau n i t r i f i é e  : 8,66 : 9,20 : 8.41 : 8,00 : 6,66 : 6,14 : 6,20 : 6.20 : 6.20 : 6.20 : ND : ND : ND : ND ) 
( 1 
( r ~ c e t a t e  : 8,66 : 8,00 : 2,41 : 7,66 : 7.00 : 7,00 : 6,20 : 6,41 : 6.00 : 6,00 : ND : ND : ND : ND ) 

(11 Cf. Tabl6et 17 

(2) Conplémentation B 1 g Carbone Organique par  l i t r e  

(3) 50 A Acétate, 20 h Bropionate, 10 % Butyrate,  10 X Valérate 

(4) Seule l a  d i lu t ion  ayant donné des r é s u l t a t s  in téressants  e s t  exploi tée  i c i  

(5) ND = Non. dé teminé  



I I I - 1 - b  P r o t o c o l e  

L e s  mesures  s o n t  r é a l i s é e s  s u r  p i e r r e  ponce pour  les 
essais e n  p r é s e n c e  de  matière o r g a n i q u e ,  s u r  s c h i s t e  e t  s u r  
p i e r r e  ponce pour l es  e s s a i s  de c o n s e r v a t i o n  s u r  e a u  de f o r a g e .  

~ i f f é r e n t s  m i l i e u x  o r g a n i q u e s  s o n t  tes tés ,  n a t u r e l s  ou - 
s y n t h é t i q u e s .  I ls s o n t  à b&se  d ' e a u  i n d u s t r i e l l e  p r é l e v é e  a  
THUMERIES à d i f f é r e n t s  stades de l a  f i l i è r e  d ' é p u r a t i o n .  L ' e a u  d e  
f o r a g e  es t  éga lement  p r é l e v é e  à THUMERIES. Leur  c o m p o s i t i o n  
e x a c t e  e s t  donnée e n  Annexe 3. 

L a  t e m e é r a t u r e  d e  c o n s e r v a t i o n  n ' e s t  ment ionnée  que  
l o r q u ' e l l e  d i f f e r e  de  20°C, L a  p i e r r e  ponce a c t i v e  p r o v i e n t  d ' u n  
p i l o t e  de  l a b o r a t o i r e  à l5t t u r b u l e n t  t y p e  3  f o n c t i o n n a n t  à 
p l e i n e  c h a r g e  ( 1 , 2  kg Nox/m . j )  e t  m i s  e n  c i r c u i t  fermé p e n d a n t  
48 h e u r e s .  La ponce est  r é p a r t i e  e n  v r a c ,  à r a i s o n  de  100 m l ,  
dans  les d i f f é r e n t s  m i l i e u x .  Le volume f i n a l  est  a j u s t é  à 400 m l .  
C e t t e  f r a c t i o n  de  25 % d e  m a t é r i a u  c o r r e s p o n d  à cel le  que l ' o n  
t r o u v e  d a n s  un r é a c t e u r  a u  r e p o s .  

On s u i t  a l o r s  l e s  m ê m e s  paramètres q u ' a u  c o u r s  des essais 
de d e s s i c a t i o n  : tests d ' a c t i v i t é  n i t r i f i a n t e  e t  comptages des 
b a c t é r i e s  r e v i v i f i a b l e s  e n  f o n c t i o n  du temps (Annexe 2 ) .  On s u i t  
éga lement  l a  d é n i t r i f i c a t i o n  dans  les  m i l i e u x  o r g a n i q u e s  a i n s i  
que  l ' é v o l u t i o n  des d i f f é r e n t e s  formes  du c a r b o n e  d i s s o u s .  On 
r e g a r d e  e n f i n  l e  comportement  du m a t é r i a u  e t  des b a c t é r i e s  f i x é e s  
( l y s e  b a c t é r i e n n e ,  d é c r o c h a g e ) .  

L 'ensemble  des r é s u l t a t s  t i e n t  compte de l ' é v a p o r a t i o n  
n a t u r e l l e  d e s  m i l i e u x ,  a v e c  une c o r r e c t i o n  s y s t é m a t i q u e  des 
a n a l y s e s .  L e s  t a b l e a u x  2 0  e t  2 1  m o n t r e n t  que  les  composés 
o r g a n i q u e s  n  ' o n t  p a s  d '  e f f e t  p o s i t i f  s u r  l a  c o n s e r v a t i o n ,  On 
c o n s t a t e  une  d é n i t r i f i c a t i o n  complè te  d a n s  les  5 p r e m i e r s  j o u r s  
d e  s t o c k a g e ,  avec  une p h a s e  i n t e r m é d i a i r e  de  p r o d u c t i o n  de 
n i t r i t e s .  L e  c a r b o n e  o r g a n i q u e  es t  consommé d a n s  un p r e m i e r  
temps,  p u i s  s a  c o n c e n t r a t i o n  se s t a b i l i s e  à 200-300 mg C / 1  aprèç 
3 0  j o u r s .  E n f i n ,  les m i l i e u x  se t r o u b l e n t  e t  on a s s i s t e  à l a  
p r o l i f é r a t i o n  d ' u n e  f1or.e h é t é r o t r o p h e  q u i  d é c a n t e  e t  c o n s t i t u e  
une é p a i s s e  p e l l i c u l l e  c o u v r a n t  l e  b i o f i l m  n i t r i f i a n t .  L ' o d e u r  
p u t r i d e  dégagée  p a r  l a  p l u p a r t  des m i l i e u x  e s t  c a r a c t é r i s t i q u e  
d ' é c o s y s t è m e s  e n  décompos i t ion .  

Les  r é s u l t a t s  o b t e n u s  s u r  eau  d e  f o r a g e  i n d i q u e n t  une  
bonne a d a p t a t i o n  d e s  b a c t é r i e s  n i t r i f i a n t e s  aux c o n d i t i o n s  de 
j eûne .  Leur  a c t i v i t é  r é s i d u e l l e  a p r è s  6  m o i s  de c o n s e r v a t i o n  e s t  
de 55 % e t  l e u r  temps de  r é g é n é r a t i o n  a s s e z  c o u r t  (30-35 h e u r e s ) .  
L a  c o m p o s i t i o n  de l ' e a u  de s t o c k a g e  s v o l u e  t rès  peu. On n e  
d é t e c t e  p a s  de c a r b o n e  o r g a n i q u e ,  d ' a z o t e  o r g a n i q u e ,  ou de 
phosphore  e n  s o l u t i o n ,  t émoins  de  l a  d é c o m p o s i t i o n  b a c t é r i e n n e .  
L e  nombre de micro-organismes  n i t r i f i a n t s  r e v i v i f i a b l e s  se 
s t a b i l i s e  a p r è s  60 j o u r s  de  c o n s e r v a t i o n ,  
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FIGURE 17 : REPRISE DE LA NITRIFICATION EN FONCTION 

DE LA PROCEDURE DE CONSERVATION 

3*1 MOIS = 3 arrêts d'un mois 

2+1 MOIS = arrêt de 2 mois suivi d'un arrêt d'un mois 

3 MOIS = arrêt de 3 mois 



III-1-d Commentaires 

La flore nitrifiante est sensible à la présence de 
matière organique. Le carbone dissous et les bactéries en 
décomposition constituent un substrat de choix pour les 
micro-organismes hétérotrophes qui survivent. La sécrétion de 
métabolites et la diffusion d'éléments issus de lyses 
bactériennes peuvent rendre le milieu toxique et inhibiteur pour 
les bactéries nitrifiantes au repos. 

L'immersion en eau de forage semble être un moyen 
efficace pour maintenir une activité nitrifiante résiduelle 
stable. Ce milieu sans éléments nutritifs est néfaste pour les 
micro-organismes à croissance rapide, qui se trouvent brutalement 
en conditions de substrat limitant. Les bactéries nitrifiantes 
ont une croissance lente et sont alors favorisées. On suppose 
qu'elles mettent progressivement en place un dispositif de vie 
ralentie. Leur adaptation aux conditions de jeûne serait due à 
l'établissement d'un taux de métabolisme endogène et une 
utilisation de l'énergie de maintenance assez faibles (29) .Le 
non-renouvellement du milieu de stockage peut conduire à 
l'accumulation de certains produits de décomposition. Ceci n'a 
pas été constaté lors des essais mais demande ltanalyse régulière 
de l'eau interstitielle par mesure préventive. 

111-2 Application sur pilote de laboratoire 

III-2-a présentation des essais 

Compte tenu des bons résultats obtenus en conservation 
par déshydratation lorsqu'on applique une série de reprises et 
d'arrêts, ce facteur de correction est tout de suite testé en 
conservation par immersion. 

Une première étude, réalisée sur pierre ponce, montre 
l'intérêt de suivre une telle procédure (Fig. 17). A durée de 
conservation égale, le matériau repris régulièrement présente une 
cinétique de montée en charge très supérieure à celle du matériau 
stocké sans reprises intermédiaires. On gagne plus de 10 jours 
sur cette courte expérience de 3 mois de conservation. 

Les essais sont alors orientés vers cette procédure, en 
essayant de l'affiner et surtout de réduire sa durée totale. Ils 
sont réalisés parallèlement sur schiste et pierre ponce. 
L'objectif n'est pas de comparer les deux matériaux mais de 
s'assurer du bon comportement de la flore nitrifiante fixée sur 
chacun d'eux. 

On décide de travailler sur des supports neufs, 
ensemencés à partir de boues nitrifiantes actives provenant de la 
station expérimentale de COLOMBES. 

Les réacteurs sont de type Biofiltre et Lit turbulent 
type 1 (Annexe 4 )  alimentés en effluent mgthanisé prélevé en 
intercampagne à TWUMXRIZS. 
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FIGURES 18 ET. 19 : RBPRISBS SUCC8SSIVES DE LA NITRIFICATION 
SUR SCHISTE ET PIERRE WNCE APRES DEMARRACE 



~ ~ r è s  l e  démarrage e t  l a  m i s e  e n  réqime nominal  d e s  
r é a c t e u r s ,  on a p p l i q u e  une sér ie  d ' a r r ê t s  f i x é s  a  1 5  j o u r s .  Avant 
l e u r  a r r ê t  t o t a l ,  les r é a c t e u r s  s o n t  p l a c é s  4 8  h e u r e s  e n  c i r c u i t  
fermé. On p rocède  a l o r s  à une v i d a n g e  c o n p l e t e  du m i l i e u  s u i v i e  
de 3 l a v a g e s  à l ' e a u  de f o r a g e .  C e c i  permet  d ' é l i m i n e r  les 
~ a t i è r e s  e n  s u s p e n s i o n  e t  les  é l e m e n t s  n u t r i t i f s  r é s i d u e l s .  

L a  r e p r i s e  s ' e f f e c t u e  a p r è s  v idange  d e  l ' e a u  d e  
c o n s e r v a t i o n  e t  r e m p l i s s a g e  p r o g r e s s i f  e n  e f f l u e n t  mgthan i sé  
a é r é .  mg arrêt s u i v a n t  es t  a p p l i q u é  l o r s q u e  l e  r é a c t e u r  t r a i t e  à 
nouveau s a  c h a r g e  a z o t é e  i n i t i a l e ,  

L e  nombre de  c y c l e s  es t  l i é  à l ' a l l u r e  d e s  c o u r b e s  de  
r e p r i s e s  s u c c e s s i v e s .  On a r r ê t e  d é f i n i t i v e m e n t  les r é a c t e u r s  
l o r s q u e  l a  c i n é t i q u e  des deux d e r n i è r e s  es t  i d e n t i q u e .  

I l  f a u t  t o u t  d ' a b o r d  m e n t i o n n e r  que l e  démarrage d e s  
r é a c t e u r s  s ' e s t  e f f e c t u é  e n  25-30 j o u r s  ( F i g .  l 8 , l g ) .  

Le s c h i s t e  n é c e s s i t e  3 c y c l e s  d ' a r r ê t s  e t  d e  r e p r i s e s  
pour  a t t e i n d r e  sa v i t e s s e  l i m i t e  de r e p r i s e .  La montée e n  c h a r g e  
es t  a l o r s  r é a l i s é e  p r e s q u e  e n  t o t a l i t é  e n  1 0  j o u r s .  L a  d u r é e  
t o t a l e  du p r o t o c o l e ,  dans  l es  c o n d i t i o n s  e x p é r i m e n t a l e s ,  s a n s  
t e n i r  compte du d e r n i e r  c y c l e ,  es t  de 1 2 8  j o u r s .  

La p i e r r e  ponce a t t e i n t  s a  v i t e s s e  maximale de r e p r i s e  
a p r è s  2 c y c l e s .  L a  d e r n i è r e  i n c u b a t i o n  es t  r é a l i s é e  e n  9 j o u r s .  
Dans les  c o n d i t i o n s  o p é r a t o i r e s ,  l a  d u r é e  t o t a l e  de  l a  p r o c e d u r e ,  
s a n s  c o n s i d é r e r  l e  d e r n i e r  c y c l e ,  est  de  6 8  j o u r s .  

Dans aucun c a s ,  on n e  c o n s t a t e  de  déc rochage  b a c t é r i r n .  
Les  micro-organismes  non oxygénés p r e n n e n t  une  c o l o r a t i o n  p l u s  
f o n c é e  au  c o u r s  du s t o c k a g e .  Les m a t é r i a u x  r e t r o u v e n t  l e u r  a s p e c t  
normal d è s  les  premières h e u r e s  de  r é o x y g é n a t i o n .  

I I I - 2 - c  Commentaires 

C e s  essais mont ren t  q u e ,  g l o b a l e m e n t ,  l e s  r é a c t e u r s  
c o n s e r v e n t  l e  m ê m e  p o t e n t i e l  b i o l o g i q u e  q u ' a u  d é p a r t .  Deux 
r é s e r v e s  s o n t  à émettre q u a n t  à l ' e x p l o i t a t i o n  i n d u s t r i e l l e  du 
p rocédé  de s t o c k a g e .  

. L a  d u r é e  t o t a l e  du p r o t o c o l e  es t  i m p o r t a n t e  ( 6 8  j o u r s ) ,  
e t  se s i t u e  e n  f i n  de campagne ( ~ é c e n b r e ) .  Les  r e p r i s e s  
s u c c e s s i v e s  peuven t  ê t r e  o p t i m i s é e s  e t  r é d u i t e s  de  q u e l q u e s  j o u r s  
e n  f i n  d ' i n c u b a t i o n .  Au c o n t r a i r e ,  les  p é r i o d e s  d ' a r r ê t s  
i n t e r m é d i a i r e s  d e  1 5  j o u r s  s o n t  f i x e s .  Une d u r é e  p l u s  c o u r t e  ne  
permet  p a s  aux micro-organismes  d ' a c q u é r i r  une r é s i s t a n c e  f i a b l e  
dans  l e  temps ; un a r r ê t  p r o l o n g é  a n n u l e  a l o r s  l e  g a i n  de temps 
o b s e r v é  au  c o u r s  d e s  r e p r i s e s  s u c c e s s i v e s  de c o n d i t i o n n e m e n t .  



. La durée de l'intercampagne impose un arrêt total de la 
nitrification pendant plusieurs mois à l'issue de la procédure de 
conditionnement. On ne possède pas encore d'informations 
complètes sur la bonne conservation dans le temps des propriétés 
de résistance acquises par les bactéries nitrifiantes. Cette 
maintenance n' a peut-être pas un caractère définitif et dépend de 
nombreux facteurs liés avant tout à la nature des bactéries . 
L'étude est en cours et ses conclusions seront exploitées avant 
1 ' application éventuelle de la procédure sur le plan industriel 
dès cette campagne 1986. 

I V  - R E P R I S E  DE LA BIITRIFPCATION 

IV-1 Reprise consécutive à une mauvaise conservation 

IV-1-a Cas étudié 

La procédure de conservation des différents matériaux au 
cours des essais pilotes de THUMERIES a été perturbée par la 
fluctuation importante de la température extérieure. La pierre 
ponce a été particulièrement affectée. Au redémarrage du lit 
turbulent, on ne note pas de reprise d'activité de la flore 
nitrifiante. Ceci est dû vraisemblablement à l'altération 
physiologique des bactéries fixées: celles-ci créent une assise 
de cellules mortes qui encombre les sites d'accrochage pour 
d'autres bactéries nitrifiantes, Le matériau est alors étudié au 
laboratoire en réacteur à lit turbulent type 1 (Annexe 4) sur 
effluent mgthanisé prélevé à THUMERIES. 

Le réensemencement direct du matériau brut ne permet pas 
de retrouver une activité nitrifiante siqnificative. L'inoculum 
reste gn suspension et traite une charge azotée inférieure à 0,08 
kg N/m . j. 

On décide alors de tester trois protocoles de reprise en 
parallèle : 

- Traitement de surface du matériau inactif au peroxyde 
d'hydrogène (H202), 5% (V/V) durant 15 min. suivi d'un 
réensemencement. 

- Remplacement en deux temps de la pierre ponce altérée 
par du matériau neuf sans réensemencement. 

- ~ é c a ~ a ~ e  du matériau à l'acide chlorhydrique (iiC1) 
0,5 N durant 15 min. suivi de plusieurs lavages et d'un 
réensemencement. 

Le tableau 22 résume l'état du natériau aprés traitement 
et la figure 20 illustre 12s résultats obtenus. 
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TABLEAU 22 : ETAT DE LA PIERRE-PONCE EN DEBUT D'EXPERIENCE 

-----------------o------------------------------------------- 

( : ~émoin : Traitement : Traitement : ~joûts de ) 
( : THUMERIES : HC 1 H L  Ot : ponce ) 
(-----------.-----------.---.------------.------------.----------- 1 
( Calcium : 1 
( (9%9) 18 g : 0 9 17,6 g : 13,6 g 
(-----------.-----------.------------.------------.----------- 1 

Le matériau traité à l'acide chlorhydrique est totalement 
détartré et décapé. L'allure de la montée en charge du réacteur 
est semblable à celle d'un démarrage de matériau neuf. 

Le traitement au peroxyde d'hydrogène est une simple 
attaque de surface et les performances du *acteur sont 
rapidement limitées à 0,43 kg d'azote éliminé par m et par jour. 

Le premier ajoÛt de pierre ponce neuve remplace 20 % du 
poids de matériau. La montée en charge est a10 s progressive et 5 atteint un palier à 0,34 kg d'azote traité par m et par jour. Un 
ajout supplémentaire de pierre ponce correspondant à 50 % du 
poids de matériau ( jour 24 ) entraîne u e nouvelle montée en '3 charge azotée qui atteint alors 0,90 kg N/m .j. 

IV-2-c Commentaires 

La pierre ponce altérEe ne nitrifie pius. La montée en 
charge du réacteur ayant reçu de la pierre ponce neuve correspond 
à la seule mise en activité de la fraction de matériau neuf. La 
pierre ponce mal conservée est incapable d'adsorber de nouvelles 
bactéries. 

Le décapage complet du support semble être la solution la 
plus efficace. L'utilisation d'un acide fort est radicale. 
L'acide chlorhydrique 0,l N donne le même résultat pour un temps 
de réaction plus long (1 heure). 

La méthode peut être extrapolée à un éventuel détartrage 
préventif en cours ou en fin de campagne sur un réacteur 
industriel. On peut alors préconiser l'utilisation d'acide dilué 
suivie d'un réensemencement partiel du matériau décapé en 
surface. 

IV-3 Renrise consécutive à une bonne conservation 

La reprise d'un support conservé est tributaire de 
quelques facteurs qu'il convient d'optimiser et de respecter. 
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FIGURES 21 ET 22 : REPRISES SUCCESSIVES DE LA NITRIFICATION SUR 
PIERRE PONCE CONSEWEE A SEC PUIS IMMERGEE 



Les données bibliographiques concernant la mise en 
évidence et 1 'exploitation de facteurs de réactivation sont peu 
nombreuses. Elles concernent essentiellement l'effet stimulant de 
1 'hydroxylamine sur 1 ' étape limitante de la nitrification que 
constitue le passage de 1 ' azote ammoniacal à 1 ' hydroxylamine 
(55,56)(Fig. 2). De nombreux essais réalisés au laboratoire n'ont 
pas abouti.D1autres facteurs de réactivation sont actuellement 
recherchés. 

On bénéficie, en conditions industrielles, d'une 
température relativement favorable et constante de l'effluent 
méthanisé, La nitrification se fait entre 25OC et 30°C, 
température optimale de croissance des bactéries nitrifiantes 
(84). De même, le fort pouvoir tampon des eaux de sucrerie permet 
d'assurer les besoins en carbone minéral des bactéries et de 
maintenir des conditions de p H  favorables. Pour une période de 
mise en circuit fermé prolongGe, on peut avoir besoin d'une 
source extérieure de carbone (gaz carbonique, bicarbonate de 
potassium). 

La concentration en azote ammoniacal lors de la reprise 
doit respecter le diagramme d8ANTHONISEN (Fig. 3). Dans le cas 
d'un arrêt prolongé du digesteur, on peut avoir recours à une 
dilution de l'eau mgthanisée alors fortement concentrée en azote 
(Tab. 8). 

Le cas particulier d'une conservation mixte est présenté 
sur les figures 21 et 22. Les supports stockés à l'air libre 
durant 4 mois sont réactivés,puis mis en périodes de jeÜne en eau 
de forage. On remarque que les vitesses de reprises sont trés 
bonnes et rapidement stabilisées à 5-7 jours. La pierre ponce en 
provenance d'essais entrepris à COLOMBES travaillait à tres forte 3 charge ( 3 kg N/m . j ) et sa colonisation est importante : 
celle-ci semble favoriser la conservation. Cette hypothèse fera 
l'objet de travaux ultérieurs. 

V - COHCLUSXON 

 étude de conservation de la flore nitrifiante est basée 
sur l'utilisation de méthodes et de moyens simples, applicables à 
l'échelle industrielle, Les bactéries nitrifiantes fixées 
semblent moins sensibles aux conditions de jeûne que sous forme 
de boues activées, Toutefois, quel que soit le ~rocédé choisi, on 
constate une perte rapide d'activité. Celle-ci s'accompagne d'üne 
extinction progressive des micro-organismes, importante dans le 
cas de mauvaises conservations. La réactivation répétée de la 
biomasse stockée à sec et en eau de forage permet d'acclimater et 
de sélectionner les souches résistantes et d'accélerer ainsi la 
reprise d'activité d'un réacteur. Cette propriété acquise par les 
bactéries nitrifiantes sur des périodes de conservation 
intermédiaires de 15 jours est tres importante. On vérifie 
actuellement au laboratoire sa fiabilité et sa stabilité sur de 
longues périodes de conservation, Sur le plan industriel, il 
serait intéressant de bénéficier du même phénomène d'accélération 
des reprises avec diminution du temps de latence d'une campagne 
sucrière à l'autre. Les effets constatés au laboratoire sur une 
courte durée seraient ainsi répercutés sur plusieurs campagnes, 
La digestion anaérobie, bien qu' ayant une biologie di£ f &rente de 
la nitrification, vérifie ces remarques. 



Les techniques d' évaluation de la conservation dé£ inies 
au laboratoire sont celles couramment utilisées pour l'étude de 
la nitrification (12,13,46,82,108). Elles sont bien adaptées au 
contexte de l'étude. La précision de ces mesures a dejà fait 
l'objet de nombreux travaux (11,32,82,30). Une mise au point 
préalable et de nombreux tests de reproductibilité ont été 
indispensables. 



CONCLUSION - PERSPECTIVES 

Cette étude s'est inscrite dans un programme destiné à 
mettre en place une filière complète de traitement des eaux 
résiduaires de sucrerie. Son but est de permettre, à terme, le 
rejet des eaux épurées au fil de la campagne. La sucrerie de 
THUMERIES a accepté ce projet en deux étapes : digestion 
anaérobie et nitrification en post-traitement aérobie. 

Le Biofiltre anaérobie a été mis en service à THUMERIES 
dès 1983. Un effort particulier a été produit pour adapter le 
fermenteur au contexte de la sucrerie. Cette première étape de 
travail avait une double importance : assurer la fiabilité du 
procédé installé pour la première fois en France à l'échelle 
industrielle et vérifier le bon fonctionnement du digesteur qui 
conditionne le post-traitement. Les performances enregistrées en 
flux ascendant comme en flux descendant et la qualité des 
effluents méthanisés ont permis d'entreprendre la seconde partie 
du traitement. 

 étude de la nitrification présentait un aspect novateur 
et a nécessité l'approfondissement de l'influence de quelques 
paramètres liés au cadre spécifique d'une industrie saisonnière. 
Les essais de nitrification réalisés sur pilotes en 1984 et 1985 
ont montré l'intérêt des procédés 2 biomasse fixée sur des 
supports poreux utilisant l'air comme source d'oxygène. Sur la 
courte durée de l'expérimentation, la faisabilité - - biologique et 
technologique de la nitrification a ete démontrée. La charg 
volumique traitée s'est élevée à 1 , 5  kq d'azote ammoniacal par m 3 
et par jour, avec des rendements supérieurs à 95 % ,  ceci pocr un 
temps de séjour hydraulique inférieur à 1,s heure. ~imultanément, 
la D.C.O. résiduelle a été réduite de 50 %. Les performances 
enregistrées sur ces appareils constituent le principal critère 
de dimensionnement d'une installation. 

Les travaux complémentaires de laboratoire ont été 
réalisés avec un souci permanent d'application industrielle. Ils 
ont permis de comprendre, et, par la suite, de s'affranchir des 
principales difficultés rencontrées sur le terrain : entartrage 
des matériaux supports au cours de l'aération, carence en carbone 
minéral au démarraqe (circuit fermé prolongé), surcharge de 
pollution orqanique dissoute. La connaissance de ces phénomènes 
facilite la marche à suivre en cas de disfonctionnement 
biologique. 



Nous nous sommes employés ensuite à définir un protocole 
fiable et performant de maintenance biologique au sein des 
réacteurs nitrifiants pour la période d'intercampagne. Une 
procédure simple d'immersion des supports garnis en eau de forage 
nous a paru être la meilleure solution. L'autre alternative était 
le stockage par déshydratation des matériaux, sensible aux 
variations de température et à l'humidité relative du milieu. 
Dans tous les cas, nous avons constaté une perte rapide 
d'activité accompagnée d ' une mortalité de s bactéries 
nitrifiantes. La technique d'immersion a été affinée et 
considérablement améliorée par l'application d'arrêts et de 
reprises d'activité répétés. Dans le temps défini pour l'étude, 
nous avons pu montrer sa fiabilité à court terme après 3 cycles 
d'arrêts (15 jours) et de reprises (9 jours). 

Nous nous attachons actuellement à progresser dans la 
connaissance des facteurs de protection et de réactivation des 
bactéries nitrifiantes. La stabilité des propriétés cinétiques 
acquises par les microorganismes au fur et à mesure de leur 
acclimatation aux conditions de jeûne est également à l'étude, 

~'ktape ultime de l'étude est l'application de la 
nitrification à l'échelle industrielle; celle-ci est actuellement 
en cours de réalisation à THUMERIES, sur une partie des effluents 
du digesteur. La mise en place de cette filière complète devrait 
constituer la preuve qu'il est possible de supprimer les bassins 
de stockage en sucrerie. Elle devrait permettre en tous les cas 
de concevoir un rejet direct d'une partie des eaux de la sucrerie 
au fil de la campagne. Cet aspect novateur devrait servir de 
référence dans l'industrie sucrière. 

La filière de traitement des eaux mise en place à 
THUMERIES montre la faisabilité d'un rejet direct au cours de la 
campaqne. Cette nouvelle installation pourra servir de réfèrence 
dans l'Industrie sucrière. 
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ANNEXE 1 

HETHODES A N A L Y T I Q U E S  

On utilise en général des méthodes (Françaises) 
standardisées. 

I - DOSAGE D E S  PORHES D E  L ' A Z O T E  

. Azote ammoniacal : NF T 90-015 
. Méthode volumétrique après distillation au 
~Üchi . Méthode colorimétrique au réactif de Nessler 
(Orange - 520 nm) 
. 

Azote total : Méthode de Kjeldahl 

. Minéralisation de l'azote puis dosage de 
l'ammoniac formé 

Azote nitreux : Méthode de Griess 

. Méthode colorimétrique au chlorhydrate 
d'a-naphtylamine (Rose - 420 nm) 

. Azote nitrique : NF T 90-012 modifiêe 
. Méthode colorimétrique au salicylate de 
sodium (Jaune - 430 nm). 

On utilise également des tests quantitatifs 
- . Merckoquant 10 007 (NO2-) 

. Merckoquant 10 020 (NO3 ) 

II - AUTRES DOSAGES 

. Demande chimique en oxygène : NF T 90-101 
~éthode volumétrique par le Bichromate de 
potassium 



. Carbone Organique Total : Four - analyseur Beckmann 
et Carbone minéral 

. Méthode par absorption du CO2 formé 
a oxygène dissous : NF T 90-106 

Méthode électrochimique par électrode polaro- 
graphique 

. Matieres en suspension : NF T 90-105 
et Matières volatiles en suspension 

. Méthodes par ~esées à 10S°C et 450°C après 
filtration ou centrifugation de l'échantillon 

~lcalinité - T.A.C. : NF T 90-036 

. Méthode potentiométrique de neutralisation de 
l'échantillon à pH 4,3 

. Calcium : Absorption atomique sur Perkin Elmer 5 000 
. Méthode ~~ectrophotornétrique de flamme 

. Acides gras volatils : Chromatographe Varian 3 700 
. ~éthode chromatographique en phase gazeuse 
~étecteur à ionisation de flamme 

Phosphates (Ortho) : NF T 90-023 

. Méthode calorimétrique phosphomolybdique 
(Bleu - 880 nm) 

III - TESTS COLORIHETRIQUES QUALITATIFS 

Adaptation de méthodes classiques à la titration sur 
microplaques (200 ~1 de milieu) 

a Azote nitreux : Méthode à l'acide sulfamilique 
Violet = + 
Incolore = - 

. Azote nitrique : ~éactif à la Brucine après disparition 
des nitrites qui interfèrent à l'acide amidosulfurique 10 % 

Rouge = + 
Incolore = - 
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ANNEXE 2 

XETHODES HICROBIOLOGIQUES 

1 - PEST D'ACTIVITE NITRIFIAITE 

Le test consiste à incuber à 20°C une masse précise de 
matériau ensemencé dans un milieu tamponné contenant de 1 ' azote 
ammoniacal. On mesure la disparition de cet azote anmoniacal en 
fonction du temps, par rapport à un témoin non ensemencé. Ces 
tests en Batch sont réalises sur table secouante BIOBLOCX ~ é f .  
74402 à 200 tours/*. Le protocole est résumé sur la figure 23. 

Deux séries de tests sont faits : 

- sur 24 heures d'incubation, on mesure la quantité 
d'azote éliminé 

- jusqu'à disparition totale Ge l'azote ammoniacal, on 
mesure le temps nécessaire à l'épuisement du milieu. 
(Limite +- 0,2 mg N/1) 

PI - HUHERATIOBS DE Nitrosornonas sp ET Witrobacter sp 
APRES DECROCHAGE SUR PIERRE-PONCE 

Principe : ~écrocher les bactéries nitrifiantes de leur 
support et les compter par la technique MPN de dilutions 
successives. 

Protocole : Voir figure,24 

Etudes préliminaires : 

- Optimisation du temps de décrochage au STOPlACHYR à0 
- Optimisation du temps d'incubation nécessaire à la 

revivification des germes ( 52) 

- Etude statistique d'homogénéité du natériau prélevé 
- Choix du milieu d'incubation (30) 
- Adaptation - de méthodes d'analyses classiques aux tests - 

de révélation NO2 et NO3 (Annexe 1). 



ANNEXE 3 

HKTHODES DE CONSERVATION - DESSICATIOI ET IHHERSION 

1 - HETHODE DE DESSICATION 

On place les dessicateurs en atmosphère contrôlée avec 
des solutés qui ont la propriété de stabiliser l'humidité du 
milieu et de ne pas manifester de toxicité envers les bactéries 
(25,86). 

............................................................ 
( soluté : Concentration : aw théorique : aw mesuré ) 
(---------------.---------------.---------------------------- 1 
( SiPica Gel O : 0,12 ( * )  ) 
( 1 
( KC2H302 : 255 g%g H O : O, 22 : 0,35 ( * * )  ) 
( 1 

( NaN02 : 72g%g 0,66 : 0,66 
( 1 
( NaCl : 36g%g 0,75 : 0,78 1 
( 
( KCl : 35g%g 0,83 : 0,84 1 
( 1 

- ( Immersion 
( ( * * * )  1 : 1 ............................................................ 1 

La stabilisation des dessicateürs est inférieure 72 
heures.  humidité relative des milieux est 

# 

mesuree 
périodiquement par des hygromètres placés dans chaque enceinte 
fermée. 

II - METHODE D'IMMERSION 

11-1 Milieux oraaniaues 

. Milieux à base d'eau nitrifiée 

Le rapport C/N est compris entre 7,5 et 8. 

( * )  aw = 0,02 après renouvellement du Silica Gel à 2 semaines 
( * * )  Ecart toujours observé 
( * * * )  L'immersion est réalisée en effluent de digesteur 

pré-oxygéné 



................................................................... 
( : COT : Ca min. : NO3' 1 
( COMPOSE ORGANIQUE : (mg C/1) : (mg C/l) : (mg N/1) : PH 
(-----------------------.------------------------------------------- 

1 
1 

( ~cétate de sodium 963 : 4 1 : 121,3 : 7,5 1 
( 1 
( Propionate de calcium : 886 : 41 : 117,4 : 7,7 1 
( 1 
( Pyruvate de sodium 952 : 46 : 127,4 : 7,6 1 
( 1 
( Formate de calcium . 954 : 44 : 129,l : 7,6 1 
( 1 
( Lactate de calcium 965 : 41 : 124,7 : 7,5 1 
( 1 
( &lange A.G.V. 945 : 3 6 : 126,O : 8,s 1 
( 1 
( Extrait de levure 1 
( purifiée 904 : 46 : 113,7 : 7,O 1 
(------------------------------------------------------------------- 1 
( ~émoins eau nitrifiée : 26 : 4 9 : 124,O : 7,5 1 ................................................................... 

Milieux à base d'eau de bassin non traitée 

pH ........................... 5,75 

C.0.T. . . . .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . 989 mg C/1 

Carbone minéral ............. 216 mg C/1 

Azote ammoniacal ............ 58,4 mg N/1 

Azote nitrique ,.....,....... ~éant 

Calcium ..................... 450 mg Ca/l 

Eau de forage 

Les concentrations indiquées correspondent à la moyenne 
de plusieurs analyses, très semblables. 

C.O.T. ...................... 
Carbone minéral .......,..... 
Azote ammoniacal ........,... 
Azote nitrique .............. 
Calcium ..................... 

7,65 

Traces 

85 mg C/1 

0,2 mg P J / 1  

0,9 mg N/1 

52 mg Ca/l 



ANNEXE 4 : 

Biof iltre Ech 1/5 

'utile = 1 650 ml 

Lit turbulent type 2 Ech 1/4 

lit turbulent type 1 Ech 1/5 

A 

Lit turbulent type 3 Ech 1/20 



ANNEXE 5 

OBSERVATIONS EN HICROSCOPIE ELECTRONIQUE A BALAYAGE 



FIGURE 2 5  : OBSERVATIONS DES BIOFILMS NITRIFIANTS 
( M.E.B. JEOL JSM - 3 5  C F ) 

a  - ~ a t é r i a u  g r a n u l a i r e  f i n  : La p i e r r e  ponce neuve ( a u  
c e n t r e  de  l a  p h o t o )  p r e s e n t e  d e  nombreuses c a v i t é s  p e r m e t t a n t  
l ' a d s o r p t i o n  e t  l e  p i é g e a g e  d e s  b a c t é r i e s .  La p i e r r e  ponce é r o d é e  
est  r e c o u v e r t e  d ' u n e  p e l l i c u l e  de c a r b o n a t e  de  ca lc ium.  
L ' o b s e r v a t i o n  e s t  f a i t e  a p r è s  2 m o i s  de  f o n c t i o n n e m e n t .  La 
m a c r o p o r o s i t é  du m a t é r i a u  d i s p a r a î t  t o t a l e m e n t .  L e  s u p p o r t  p e u t  
ê t re  a s s i m i l é  à des b i l l e s  de c a r b o n a t e  de  c a l c i u m ,  s u r  l e q u e l  
les  b a c t é r i e s  v o n t  d e v o i r  s e  d é v e l o p p e r  ( G  x 100 - Barre = 100 pm) 

b  - D é t a i l  de p o r o s i t é  : L e s  c a v i t é s  du m a t é r i a u  s o n t  
c o l o n i s é e s  p a r  des amas b a c t e r i e n s .  L a  p r é p a r a t i o n  mic roscop ique  
e n t r a î n e  l e  déco l l ement  du  b i o f i l m  q u i  se r é t r a c t e  ( p h o t o  e n  h a u t  
à d r o i t e ) .  L e  r é s e a u  b a c t é r i e n  e s t  a s s e z  p ro fond .  La r é p a r t i t i o n  
e n  g r a p p e s  des  micro-organismes  l o c a l i s é s  à l a  s u r f a c e  du 
m a t é r i a u  e s t  a s s e z  i r r é g u l i è r e .  L ' o b s e r v a t i o n  es t  f a i t e  a p r è s  un 
mois de fonc t ionnement  (G x 1 000 - B a r r e  = 10 p m ) .  

c - ~ n c h e v ê t r e m e n t  de b a c t é r i e s  : L e s  o b s e r v a t i o n s  s o n t  
r e n d u e s  d i f f i c i l e s  p a r  l e  developpement  d '  une m a t r i c e  
" m u c i l a g i n e u s e "  t r è s  i m p o r t a n t e  dans  un b i o f i l m  n i t r i f i a n t .  Les  
micro-organismes dominants  s o n t  morphologiquement s i m i l a i r e s  à 
d e s  b a c t é r i e s  n i t r i f i a n t e s ,  o v o ï d e s ,  e t  r e g r o u p é e s  e n  f l o c s .  On 
remarque t r è s  peu de b a c t é r i e s  i s o l é e s  ( G  x 6000 - B a r r e  = l p m ) .  

d  - D é t a i l  d e  b a c t é r i e s  n i t r i f i a n t e s  : La s e u l e  - 
morphologie  d ' u n e  b a c t e r T e  n e  s u f f i t  p a s  pour  a s s u r e r  son 
i d e n t i f i c a t i o n  c e r t a i n e .  Cependant ,  compte t e n u  de  l a  forme 
c a r a c t é r i s t i q u e  d e  c e s  b a c t é r i e s  e t  de l e u r  t a i l l e ,  on p e u t  les 
a s s i m i l e r  à N i t r o b a c t e r  s p  ( fo rme  de " p o i r e " ,  1 ~ m )  ( G  x 30 0 0 0  - 
B a r r e  = 1 v m ) .  

C e s  o b s e r v a t i o n s  o n t  é t é  f a i t e s  à l ' I N R A  grâce au  
concours  p r é c i e u x  de  D.  VERRIER.  
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